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1 Einleitung
1.1 Die Entstehung von Krebs
Die normale Zellentwicklung unterliegt der strikten Regulierung einer Vielzahl
von Prozessen. Grundvoraussetzung für die Entwicklung jedes Organismus ist
die  Koordination  von  Proliferation,  Differenzierung  und  Apoptose  jeder
einzelnen Zelle eines Organismus. Um dies zu ermöglichen stehen den Zellen
verschiedene  Kommunikationswege  zur  Verfügung.  Dazu  gehören  unter
anderem Zell-Zellkontakt und sogenannte Signaltransduktionskaskaden, die im
Zusammenspiel  verschiedener  Transkriptionsfaktoren  die  Genexpression
regulieren. Solche Signaltransduktionskaskaden bilden in der Zelle komplexe
Netzwerke und sind in der Lage auf äußere Einflüsse spezifisch zu reagieren.
Extrazelluläre Signale sind in der Lage eine ruhende Zelle (quiescent) in einen
aktiv  proliferierenden  Status  zu  versetzen.  Signale  in  Form  von
Wachstumsfaktoren,  Hormonen,  extrazellulären  Matrixkomponenten  oder
Zytokinen werden, z.B durch Transmembranrezeptoren, weitergeleitet und
induzieren so die gezielte transiente Expression von Genen. Entscheidend
dabei  ist  das  Gleichgewicht  (Homöostase)  zwischen  Proliferation,
Differenzierung  und  Apoptose  (programmierter  Zelltod)  in  den  Zellen.
Krebszellen sind gekennzeichnet durch eine Störung dieses Gleichgewichtes.
Als Resultat vermehrter Zellteilungen, sowie einer Störung der Apoptose, kann
es  zur  Entstehung  eines  Tumors  kommen.  Die  Ursache  einer  solchen
Tumorentstehung ist höchstwahrscheinlich nicht auf ein einzelnes Ereignis
zurückzuführen,  sondern  vielmehr  die  Summe  (ca.  sechs)  verschiedener
Vorkommnisse  (Hanahan et al.,  2000).  Dazu  gehören  physiologische
Veränderungen, die Krebszellen unabhängig von extrazellulären Stimuli werden
lassen. So kann durch Sekretion von Wachstumsfaktoren einer Zelle ermöglicht
werden sich selbst mit proliferations-fördernden Botenstoffen zu versorgen
(Hanahan et al., 2000). Dabei können die wachstums-fördernden Stoffe sowohl
von der eigentlichen Krebszelle selbst produziert werden (autokrin), als auch
durch  Nachbarzellen  (Bystander-Zellen,  Fibroblasten,  Endothelzellen)
bereitgestellt  werden  (parakrin).  Des  Weiteren  kann  eine  Störung  der
Homöostase  auf  eine  Überexpression  von  wachstumsfaktor-spezifischen2
Rezeptoren  zurückgehen.  Solche  Rezeptoren  besitzen  meist  eine
Tyrosinkinase-Aktivität in ihrer zytoplasmatischen Domäne und sind in der Lage
verschiedene  Stimuli  weiterzuleiten.  In  verschiedenen  Krebsarten  wurden
strukturelle  Veränderungen  solcher  Rezeptoren,  z.B.  Verkürzungen  oder
Punktmutationen  festgestellt,  die  eine  unkontrollierte  Signalübermittlung
ermöglichen (Hanahan et al., 2000). Solche Mutationen finden sich auch auf
der  Ebene  von  Transkriptionsfaktoren,  die  zum  einen  die  Funktion  eines
Tumorsuppressors  inaktivieren  können  oder  ein  Protoonkogen  aktivieren
können (Darnell, 1997). Eine weitere erworbene Fähigkeit von Krebszellen ist
die Blockade von anti-proliferativen Signalen. Normalerweise zwingen solche
Signale  eine  Zelle  aus  einem  aktiven,  proliferierenden  Zustand  in  einen
ruhenden  Zustand  (G0  Phase  des  Zellzyklus,  quiescent).  Dieser  ruhende
Zustand kann dann wieder durch extrazelluläre Signale aufgehoben werden.
Ein zusätzliches wichtiges Merkmal von Krebszellen ist ihre Resistenz in Bezug
auf  den  programmierten  Zelltod  (Apoptose).  Diese  Fähigkeit  ist  meist
verbunden mit dem Verlust eines pro-apoptotischen Regulators, z.B. durch
Mutation  eines  Tumorsuppressors  (p53) (Harris, 1996). Zusammengefasst
definieren  diese  Merkmale  das  unbegrenzte  Replikationspotential  von
Krebszellen. Durch die Entwicklung verschiedener Strategien ist somit auch
eine entsprechende Komplexität an Ursachen der Krebsentstehung gegeben.3
1.2 Das klassische Hodgkin-Lymphom
Eine Art der Krebserkrankung stellt das klassische Hodgkin-Lymphom dar. In
der  westlichen  Welt  werden  jährlich  20  neue  Lymphomfälle  pro  100.000
Menschen diagnostiziert (Fisher et al., 2004). Diese Krebsart ist von Zellen des
Immunsystems abgeleitet. Mehr als 95% dieser Lymphome sind von B-Zellen
abgeleitet, die restlichen 5% sind T-Zellursprungs. Laut einer Klassifizierung der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind 15 verschiedene B-Zelllymphome
beschrieben (Jaffe et al., 1999). Diese Klassifizierung basiert nicht nur auf der
Pathogenese der Lymphome, sondern vor allem auf dem Behandlungsverlauf
von Patienten (Kuppers et al., 2005). Für die Behandlung von Lymphomen ist
die  Identifizierung  des  ursächlichen  Ereignisses  von  entscheidender
Bedeutung.  Zirka  10%  der  jährlich  diagnostizierten  Lymphome  sind  als
klassische  Hodgkin-Lymphome  charakterisiert.  Diese  Krebsart  ist  durch
einkernige  Hodgkin-Zellen  und  mehrkernige  Reed-Sternberg-Zellen  (HRS-
Zellen) gekennzeichnet (Abbildung 1.2-1). Dabei repräsentieren die malignen
Zellen nur ca. 1% der Gesamtzellen des Tumors. Umgeben sind die typischen
Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen von einem reaktiven Infiltrat bestehend aus T-
Zellen,  eosinophilen  Zellen,  Histiozyten  und  Plasmazellen  (Thomas et al.,
2004).4
Abbildung 1.2-1 Morphologie eines vom Hodgkin-Lymphom befallenen
Lymphknotens
Das  klassische  Hodgkin-Lymphom  ist  gekennzeichnet  durch  einkernige  Hodgkin-  und
mehrkernige Reed-Sternberg-Zellen (HRS-Zellen). Diese malignen Zellen machen jedoch nur
ca. 1% der Gesamttumormasse aus. Die eigentlichen Tumorzellen sind von einem Infiltrat aus
T-Zellen, Eosinophilen und Plasmazellen umgeben. Die Abbildung zeigt eine Färbung der HRS-
Zellen mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers (Thomas et al., 2004).
Anhand von immunhistochemischen Färbungen mit spezifischen Antikörpern
gegen Oberflächenmarker konnten defekte B-Zellen der Keimzentren (germline)
als Ursprung für die malignen Zellen identifiziert werden. Einige Ausnahmen
sind  T-Zellursprungs.  Aufgrund  von  pathologischen  Aspekten  wurde  das
klassische  Hodgkin-Lymphom  in  vier  Unterklassen  unterteilt:  nodulär
sklerotisierend  (nodular  sklerosis),  gemischtzellig  (mixed  cellularity),
lymphozytenreich  (lymphocyte-rich)  und  lymphozytenarm  (lymphocyte-
depleted) (Jaffe et al., 1999). Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen sind zwar meist
B-Zellursprungs, exprimieren aber keine typischen B-Zellmarker wie z.B. CD20
oder Proteine des B-Zellrezeptors (CD79a und CD79b) (Falini et al., 1996).5
Ebenso werden Immunoglobulin (Ig) spezifische Transkriptionsfaktoren wie
BOB1, OCT2 und PU.1 weder in Primärgewebe, noch in kultivierten HRS-Zellen
exprimiert  (Stein  et  al.,  2001).  Die  Analyse  der  umgelagerten
Immunglobulingene bestätigt die klonale Herkunft der malignen Hodgkin/Reed-
Sternberg-Zellen.  Somatische  Mutationen  in  den  neu  angeordneten  (re-
arranged) Immunglobulingenen bestätigen die Herkunft der HRS-Zellen aus
den Keimzentren (germinal centre) oder aus einem post-Keimzentrenstadium
(Kanzler et al., 1996). Gesunde B-Zellen der Keimzentren verfügen über einen
funktionellen B-Zellrezeptor (BCR). Dieser fehlt den HRS-Zellen. B-Zellen mit
einem  Defekt  im  B-Zellrezeptor  werden  normalerweise  durch  Apoptose
aussortiert. Auf welche Weise die HRS-Zellen dieser Selektion entgangen sind,
ist nicht vollständig geklärt. Dennoch werden prä-apoptotische B-Zellen der
Keimzentren als HRS-Vorläuferzellen definiert. HRS-Zellen sind durch eine
starke Expression des anti-apoptotischen Proteins c-Flip, einem Inhibitor der
FAS-vermittelten Apoptose, gekennzeichnet (Thomas et al., 2004).
Von  zentraler  Bedeutung  für  das  Entstehen  des  klassischen  Hodgkin-
Lymphoms ist die Interaktion von HRS-Zellen mit umliegenden Zellen des
Körpers. Mehrere Publikationen beschreiben eine autokrine bzw. parakrine
Sekretion  verschiedener  Zytokine  und  Wachstumsfaktoren  in  primären
Tumorzellen, sowie in abgeleiteten Zellen (Kapp et al., 1999; Skinnider et al.,
2001a; Skinnider et al., 2002c) (Tabelle 1.2-1).6
Tabelle 1.2-1 Zytokinexpression in HRS-Zelllinien und Primärtumoren
Als Zelllinien wurden L428, L1236, L540, L591, HDLM2, KMH2, Co und Ho verwendet. Die
Tabelle wurde modifiziert nach Skinnider et al. (Skinnider et al., 2002c).
Diese  deregulierte  Sekretion  von  Botenstoffen  ist  wahrscheinlich  für  die
konstitutive Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren verantwortlich.
Einer der bekanntesten Transkriptionsfaktoren, die konstitutiv aktiv vorliegen, ist
NFκB (nuclear factor κB) (Bargou et al., 1997). NFκB reguliert die Expression
einer  Reihe  anti-apoptotischer  und  proliferations-fördernder  Gene  in
Lymphozyten. NFκB wird durch den Inhibitor IκB (inhibitor κB) im Zytoplasma in
inaktivem Zustand festgehalten. Nach einer Stimulation (z.B mit TNF-α) werden
IκB-Kinasen aktiviert. Diese Kinasen induzieren eine Phosphorylierung des
Inhibitors IκB und damit dessen proteasomalen Abbau. Dadurch wird NFκB
freigesetzt, wandert in den Kern und aktiviert dort die Transkription seiner
Zielgene. In verschiedenen HRS-Zellen, sowie Primärzellen, ist die Regulation
von NFκB, z.B. durch Mutationen des Inhibitors oder durch Amplifikation von
NFκB-Untereinheiten, gestört. In ca. 40% der Hodgkin-Lymphome wurde eine
latente Infektionmit dem Epstein-Barr Virus (EBV) festgestellt (Jarrett et al.,
1999). Das EBV-Virus befällt haupsächlich B-Lymphozyten und ist in der Lage
B-Zellen durch Expression von EBV-spezifischen Genen zu immortalisieren
(Kuppers et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der
latenten EBV-Membranproteine LMP-1 und LMP-2a eine wichtige Rolle bei der
Zytokine Expression  Expression im 
in Zelllinien Primärtumor (%)
Th2 Zytokine
IL-4 2/8 2
IL-13 4/5 93
IL-5 2/6 95
IL-6 5/7 75
Chemokine
TARC 4/4 88
MDC nicht getestet 87
Eotaxin 1/5 63
IP-10 nicht getestet 100
TNF Familie
TNF-alpha 7/7 69
LT-alpha 5/6 77
CD40L 0/4 100
CD30L 0/3 100
RANKL 2/2 1007
Entstehung des malignen Phänotyps in EBV-positiven Hodgkin-Lymphomen
spielt (Kuppers, 2002). Eine latente Expression des LMP-1-Gens ist ursächlich
an der konstitutiven Aktivierung von NFκB beteiligt (Horie et al., 2002). Andere
Signaltransduktionskaskaden, die in HRS-Zellen konstitutiv aktiviert vorliegen
sind z.B. c-Jun und JunB (Mathas et al., 2002), AKT (Morrison et al., 2004),
MEK/ERK  (Zheng et al.,  2003),  NOTCH1  (Jundt et al.,  2002)  oder  der
JAK/STAT-Signalweg (Kapp et al., 1999; Skinnider et al., 2001a; Kube et al.,
2001;  Skinnider et al.,  2002c;  Holtick et al.,  2005;  Cochet et al.,  2005).
Konstitutiv aktivierte Mitglieder der STAT-Familie (STAT1, 3, 5, 6) wurden in
HL-Biopsien, sowie in abgeleiteten Zelllinien nachgewiesen (Skinnider et al.,
2001a; Kube et al., 2001; Garcia et al., 2003). In den meisten Fällen wurde
konstitutiv aktives STAT3 und STAT6 gefunden (Re et al., 2005). In diesem
Zusammenhang erscheint STAT3 besonders interessant, da Wang et al. zeigen
konnten, dass STAT3 durch Regulation der Immunantwort eine wichtige Rolle
bei der Kontrolle der Tumorerkennung spielt (Wang et al., 2004). Eine Blockade
von STAT3 ermöglichte dabei die Erkennung von malignen Zellen durch Zellen
des  Immunsystems.  Die  Funktion  der  JAK/STAT-Signalkaskade  bei  der
Entstehung  des  klassischen  Hodgkin-Lymphoms  ist  noch  unbekannt  und
deshalb Gegenstand dieser Arbeit.8
1.3 Die JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade
Bei der JAK/STAT-Signalkaskade handelt es sich um eine Signalübertragung
die  transient  durch  Stimulation  mit  verschiedenen  Zytokinen  initiiert  wird
(O'Shea et al., 2002). Die Aktivierung des Signalweges erfolgt durch Bindung
von extrazellulären Molekülen (Wachstumsfaktoren, Hormonen oder Zytokinen)
an die entsprechenden  Transmembranrezeptoren. Dies induziert zunächst eine
Dimerisierung, sowie eine Phosphorylierung des Rezeptors und der rezeptor-
assoziierten JAK-Kinasen (Janus-Kinasen). Die aktivierten JAK-Kinasen sind
dann in der Lage zytoplasmatisch- lokalisierte spezifische Tyrosinreste des
Rezeptors zu phosphorylieren, die als Bindestelle für die SH2-Domäne (src-
homology domain 2) der STAT-Proteine (signal transducer and activator of
transcription) dienen. Phosphorylierte STAT-Proteine bilden über die SH2-
Domäne des einen STAT-Monomers und dem phosphorylierten Tyrosinrest des
jeweils anderen Monomers Homo- oder Heterodimere. Als Dimere translozieren
diese in den Zellkern, binden charakteristische DNA-Erkennungssequenzen (γ-
activated  sequence  (GAS)-Elemente)  und  initiieren  die  Transkription  ihrer
Zielgene (Bromberg et al., 2000; Levy et al., 2002; Kisseleva et al., 2002).9
Abbildung 1.3-2 Der JAK/STAT-Signalweg
Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges erfolgt durch Ligandenbindung (z.B. Zytokine,
Wachstumsfaktoren)  an  einen  spezifischen  Rezeptor.  Es  kommt  zur  Dimerisierung  und
Phosphorylierung  des  Rezeptors,  sowie  der  rezeptorgebundenen  JAK  (Janus)–Kinasen.
Aktivierte  JAK-Kinasen  phosphorylieren  konservierte  Tyrosinreste  des  Rezeptors  und
generieren  damit  Bindestellen  für  die  SH2  (src  homology  domain  2)-Domäne  der  STAT-
Proteine (signal transducer and activator of transcription). Phosphorylierte  STAT-Moleküle
homo- oder heterodimerisieren, translozieren in den Zellkern und initiieren dort durch Bindung
an bestimmte GAS (γ-activated sequence)-Elemente in den Promotorregionen ihrer Zielgene
deren Transkription. (Slideshow: Nature Reviews Immunology 1; 200-208 (2001))10
1.4 Die STAT-Familie
Die Familie der STAT-Proteine umfasst 7 Mitglieder: STAT1, 2, 3, 4, 5A, 5B und
6. Alle Mitglieder dieser Familie weisen eine vergleichbare Struktur und einen
ähnlichen Mechanismus der Signalübertragung auf. Die Struktur der STAT-
Proteine ist exemplarisch in Abbildung 1.4-3 dargestellt.
Abbildung 1.4-3 Schematische Darstellung der STAT-Proteine
Die Abbildung zeigt exemplarisch den stukturellen Aufbau der STAT-Proteine. STAT-Proteine
bestehen aus fünf funktionell unterschiedlichen Domänen.Gekennzeichnet sind die N-terminale-
Domäne (ND), die Coiled-coil Domäne, die DNA-Bindedomäne (DBD), die SH2-Domäne, der
konservierte Tyrosinrest (Y), sowie die Transaktivierungsdomäne (TAD).
Die  STAT-Proteine  bestehen  aus  fünf  strukturell  und  funktionell
unterschiedlichen Domänen. Die N-terminale-Domäne (ND) ist hoch konserviert
und vermittelt die Dimer-Dimer Interaktion. Des Weiteren spielt diese Domäne
eine wichtige Rolle bei der Translokation in den Zellkern (Kisseleva et al.,
2002). Die Coiled-coil Domäne ist wichtig für Protein-Proteininteraktionen,
(Schindler, 2002). Die DNA-Bindedomäne (DBD) ist essentiell für die Bindung
der STAT-Moleküle an spezifische DNA-Elemente in den Promotorregionen der
Zielgene. Der DBD folgt eine Linker-Domäne, die nicht nur die Verbindung zur
SH2  (src  homology  domain  2)-Domäne  herstellt,  sondern  auch  für  die
Tertiärstruktur des Moleküls essentiell ist (Schindler, 2002). Die SH2-Domäne
vermittelt die Bindung der STAT-Proteine miteinander (Dimerbildung), aber
auch die Bindung der STATs an den Rezeptor.
ND Coiled-coil DBD TAD SH2 Linker
Y11
Der C-terminale Bereich des Moleküls beherbergt die Transaktivierungsdomäne
(TAD), welche letztendlich für die Transkription der Zielgene verantwortlich ist.
Ausserdem ist die Transaktivierunsdomäne sehr wichtig für die Rekrutierung
von Koaktivatoren (Litterst et al.  2001).  Alle  STAT-Proteine  werden  durch
Tyrosin-Phosphorylierung im C-terminalen Bereich aktiviert. Bei den STAT-
Proteinen  handelt  es  sich  um  latente  Transkriptionsfaktoren,  die  an  der
Regulation  unterschiedlicher  biologischer  und  physiologischer  Prozesse
beteiligt sind (z.B. Embryonalentwicklung, Immunität) (O'Shea et al.,  2002).
STAT3 und STAT5 kommen in den meisten Zelltypen vor und werden durch
eine Vielzahl verschiedener Moleküle aktiviert (für STAT3: IL-6, IL-11, OSM,
CNTF,  LIF,  Leptin,  EGF;  für  STAT5:  IL-2,  IL-3,  GM-CSF,  Prolaktin,
Erythropoetin,  Thrombopoetin,  Wachstumshormone).  STAT1  und  STAT2
spielen eine wichtige Rolle bei der Übertragung der Interferon-Antwort und
werden spezifischer aktiviert (IFN-α, β, γ, IL-12) (Bromberg et al., 1996). STAT4
und STAT6 regulieren als Antagonisten die Differenzierung von naiven Th-
Zellen zu Th1- und Th2-Zellen. STAT4 wird spezifisch durch IL-12 aktiviert und
reguliert die Polarisierung in Richtung Th1-Zellen. STAT6 wird durch IL-4 und
IL-13 aktiviert und begünstigt die Th2-Polarisierung (Kaplan et al., 1996). STAT-
Proteine werden aber nicht nur durch Rezeptor-vermittelte Stimuli aktiviert,
sondern  auch  durch  intrazelluläre  Kinasen  (z.B  SRC),  sowie
Translokationsprodukte mit Kinaseaktivität (z.B. BCR-ABL, NPM-ALK, TEL-
JAK2) (Huang et al., 2002; Chiarle et al., 2005; Garcia et al., 2001). Diese Art
der Aktivierung ist hauptsächlich für STAT3 und STAT5 bekannt und resultiert
in  einer  konstitutiven  Signalübertragung,  was  ursächlich  für  die
Tumorentstehung mitverantwortlich ist. Die transiente Aktivierung und damit die
strikte Regulation der STAT-Proteine ist essentiell für den geregelten Ablauf
einer Reihe fundamentaler Prozesse.12
Unkontrollierte  STAT-Aktivierung  ist  ursächlich  mit  der  Entstehung
verschiedener  maligner  Phänotypen  verbunden.  In  Tabelle  1.4-2  ist  eine
Zusammenfassung der verschiedenen konstitutiv aktivierten STAT-Proteine in
humanen malignen Erkrankungen dargestellt.
Im Folgenden wird auf die für diese Arbeit relevanten STAT-Proteine näher
eingegangen.
Tabelle 1.4-2 STAT-Aktivierung bei Krebserkrankungen
Die Tabelle basiert auf den Referenzen (Bowman et al., 2000) und (Buettner et al., 2002).
1.5  STAT1
STAT1 und STAT3 werden zum Teil durch die gleichen Zytokine aktiviert (z.B.
IL-6, IL-10, LIF), haben aber eine eher gegensätzliche Funktion. STAT1 ist
hauptsächlich ein Vermittler von Typ I- (α und β) und Typ II- (γ) Interferon-
stimulierten  Signalen  (Bromberg et al.,  1996).  Typ  I-Interferon  aktiviert
zusätzlich zu STAT1 auch STAT2, so dass sich bei dieser Art des Stimulus
Heterodimere bilden können. Diese bilden zusammen mit einem 48kDa Protein
(IRF9,  p48)  einen  Komplex  (ISGF3),  der  spezifisch  ISRE  (IFN-stimulated
response  elements)-Elemente  binden  kann  und  dadurch  die  Transkription
antiviraler Gene initiiert. Typ II-Interferon aktiviert ausschließlich STAT1.
Tumorart Aktivierte STATs
Multiple Myelome STAT1, STAT3
Leukämien:
HTLV1-abhängig STAT3, STAT5
Erythroleukämie STAT1, STAT5
Akute myeloische Leukämie (AML) STAT1, STAT3, STAT5
Chronische myeloische Leukämie (CML) STAT5
Lymphome:
Burkitt Lymphom STAT3
Mycosis fungoides STAT3
T-Zelllymphom STAT3
Non-Hodgkin Lymphom STAT3
Anaplastisches großzelliges Lymphom (ALCL) STAT3
Solide Tumore:
Brustkrebs STAT1, STAT3, STAT5
Tumore des Kopf- und Nacken-Bereichs STAT1, STAT3, STAT5
Melanome STAT3
Eierstockkrebs STAT3
Lungenkrebs STAT3
Pankreaskrebs STAT3
Prostatakrebs STAT313
STAT1-Homodimere binden GAS (γ-activated sequence)-Elemente auf der
DNA. Mit Hilfe von STAT1 „Knockout“-Mäusen (STAT1-/-) wurde bestätigt, dass
STAT1 eine wichtige Rolle bei der Interferon-vermittelten Immunabwehr spielt
(Durbin et al., 1996; Meraz et al., 1996). STAT1-/- Mäuse sind anfällig für
Infektionen und virale Pathogene. Da die myeloide und lymphoide Entwicklung
in diesen Mäusen unauffällig ist, geht man davon aus, dass STAT1 vor allem
eine  Funktion  bei  der  Induktion  der  Immunabwehr  und  weniger  bei  der
Hämatopoese hat (Coffer et al., 2000).
Die  Rolle  von  STAT1  bei  der  Entstehung  von  Tumoren  wird  kontrovers
diskutiert. Eine pro-apoptotische Funktion von STAT1 wird gestützt durch den
Verlust von STAT1 in Magenkrebs (gastric adenocarcinoma) (Abril et al., 1998),
in T-Zelllymphomen (Sun et al., 1998) und Melanomen (Wong et al.,  1997;
Pansky et al., 2000). Im Gegensatz dazu ist eine konstitutive Aktivierung von
STAT1 beschrieben für Brustkrebs, einige Leukämien (Bowman et al., 2000;
Buettner et al., 2002; Yu et al.,  2004),  sowie  für  das  klassische  Hodgkin-
Lymphom (Garcia et al., 2003). Diese unterschiedlichen Beobachtungen deuten
darauf hin, dass die pro- bzw. anti-apoptotische Funktion von STAT1 Zelltyp-
spezifisch  sein  könnte.  Die  genaue  Funktion  von  STAT1  im  klassischen
Hodgkin-Lymphom ist noch unklar.
1.6 STAT3
STAT3 wird durch viele Zytokine und Botenstoffe aktiviert (siehe Kapitel 1.3)
und  ist  in  fast  allen  Zelltypen  zu  finden.  Im  Gegensatz  zu  STAT1  ist  ein
„Knockout“ von STAT3 (STAT3-/-) in Mäusen embryonal lethal (Takeda et al.,
1997). Diese Beobachtung deutet bereits an, dass STAT3 eine wichtige Rolle
bei  der  embryonalen  Entwicklung  spielt.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass
STAT3 essentiell für die Selbsterneuerungkapazität (self-renewal capacity)
embryonaler Stammzellen ist (Matsuda et al., 1999). Andererseits ist STAT3 ein
wichtiger Regulator für den Rückgang des alveolaren Brustdrüsengewebes
nach der Stillzeit (involution) (Hennighausen et al., 1997). Dies deutet darauf
hin, dass die Funktion von STAT3 als Apoptose- oder Proliferations-Induktor
abhängig ist von der Expression Zelltyp-spezifischer Zielgene. Darüber hinaus14
spielt STAT3 als anti-apoptotischer Signalvermittler eine ursächliche Rolle bei
der  Entstehung  von  malignen  Erkrankungen.  Konstitutive  Aktivierung  von
STAT3  ist  nicht  nur  beschrieben  für  solide  Tumore  wie  Brustkrebs,
Eierstockkrebs (Burke et al., 2001), Tumore des Kopf-und Nacken-Bereichs
(head and neck cancer) (Sriuranpong et al., 2003), sondern auch für multiple
Myelome (Catlett-Falcone et al., 1999) und das klassische Hodgkin-Lymphom
(Kube et al., 2001; Holtick et al., 2005; Cochet et al., 2005). Es konnte ebenfalls
gezeigt  werden,  dass  die  Inhibition  von  STAT3  mit  pharmakologischen
Inhibitoren, dominant-negativen Konstrukten oder Antisense/siRNA-Molekülen
sowohl in vitro (Catlett-Falcone et al., 1999; Burke et al., 2001; Garcia et al.,
2001; Kube et al., 2001; Alas et al., 2003; Bharti et al., 2003; Amin et al., 2004;
Nagel-Wolfrum et al., 2004; Holtick et al., 2005; Cochet et al., 2005), als auch
im Mausmodell (Niu et al., 1999; Blaskovich et al., 2003) das Tumorwachstum
stoppt.
1.7 STAT5
STAT5 kommt in Form zweier sehr homologer Gene, STAT5A und STAT5B, in
der Zelle vor. Ähnlich wie STAT3 ist STAT5 in fast allen Zelltypen zu finden.
Beide  STAT5-Gene  werden  durch  Stimulation  mit  verschiedenen
Wachstumsfaktoren  und  Hormonen  (z.B.  IL-2,  IL-3,  GM-CSF,  Prolaktin,
Erythropoetin, Thrombopoetin) induziert. Obwohl die Struktur von STAT5A und
STAT5B sehr ähnlich ist, gibt es doch Unterschiede in ihrer Funktion. Bei
STAT5A „Knockout“-Mäusen treten Störungen bei der Brustdrüsenentwicklung,
sowie der Bildung von Milchproteinen auf (Liu et al., 1997). Bei STAT5B-/-
Mäusen  ist  die  Übertragung  von  Wachstumshormon-abhängigen  Signalen
unterbrochen (Udy et al., 1997; Sternberg et al., 2004).
Aus  der  Literatur  ist  bekannt,  dass  STAT5B  die  Expression  von
geschlechtsspezifischen Genen in der Leber reguliert (Teglund et al., 1998).
STAT5A scheint in diesem Zusammenhang eine eher untergeordnete Rolle zu
spielen.  Die  Gründe  dafür  sind  nicht  vollständig  bekannt,  hängen  aber
wahrscheinlich  mit  strukturellen  Unterschieden  in  der  DNA-Bindedomäne
zusammen. Ebenso könnten Unterschiede bei der allgemeinen Expression15
abhängig  vom  Zelltyp  eine  Rolle  spielen  (Grimley et al.,  1999).  Neben
unterschiedlichen Funktionen von STAT5A und STAT5B gibt es allerdings auch
eine gemeinsame Genregulation. Am besten untersucht ist dabei die Funktion
von STAT5 bei der terminalen Differenzierung der Brustdrüse während der
Schwangerschaft und Stillzeit. In diesem Zusammenhang regulieren sowohl
STAT5A, als auch STAT5B, die Bildung verschiedener Michproteine (β-Kasein,
WAP (whey acidic acid protein)) (Liu et al., 1995). Des Weiteren spielen beide
STAT5-Gene eine wichtige Rolle bei der Proliferation und Differenzierung von
Stammzellen und hämatopoetischen Zellen. In diesem Zellsystem vermittelt
STAT5 hauptsächlich einen proliferations-fördernden Effekt von Zytokinen (z.B.
IL-2, IL-3) (Kieslinger et al., 2000). Ein Doppel-„Knockout“ von STAT5A und
STAT5B resultiert in Störungen der hämatopoetischen Entwicklung (Teglund et
al., 1998; Sternberg et al., 2004). Konstitutiv aktives STAT5 ist, ähnlich wie
STAT3, in verschiedenen Tumorarten zu finden. Dazu gehören neben soliden
Tumoren auch verschiedene Leukämien (siehe Tabelle 1.4-2). Auch in HL-
Biopsien und abgeleiteten Zelllinien des klassischen Hodgkin-Lymphoms wurde
konstitutiv aktives STAT5 nachgewiesen (Skinnider et al., 2002c). Des Weiteren
konnte  STAT5A  als  direktes  Zielgen  von  NFκB  in  einigen  HL-Zelllinien
nachgewiesen werden (Hinz et al., 2002). Über die Funktion und die genaue
Regulation von STAT5 bei diesem Krankheitsbild ist allerdings noch nichts
bekannt.
1.8 STAT6
STAT6 wird vor allem durch IL-4 und IL-13 aktiviert und spielt eine wichtige
Rolle  bei  der  humoralen  Immunabwehr.  IL-4  und  IL-13  begünstigen  über
STAT6 als Signalvermittler die Polarisierung naiver Th-Zellen zu Th2-Zellen.
Th2-Zellen  sind  maßgeblich  an  der  Eliminierung  von  extrazellulären
Pathogenen  beteiligt.  Untersuchungen  an  STAT6  „Knockout“-Mäusen
(STAT6-/-) bestätigen diese Beobachtungen (Kaplan et al., 1996; Shimoda et
al.,  1996;  Takeda et al.,  1996).  STAT6-/-  Mäuse  sind  nach  Infektion  mit
extrazellulären  Pathogenen  nicht  mehr  in  der  Lage  eine  Th2-Antwort  zu
entwickeln.  Ohne  STAT6  können  B-Zellen  nicht  mehr  die  IL-4-vermittelte16
Expression  von  CD23  und  MHC-Klasse  II-Molekülen  gewährleisten.  Des
Weiteren treten Defekte beim Klassenwechsel zum IgE-Isotyp (class switching)
der Immunoglobuline (Ig) auf (Kaplan et al., 1996; Shimoda et al., 1996; Takeda
et al., 1996). IgE ist verantwortlich für die Aktivierung von Mastzellen und
Eosinophilen nach Antigenkontakt. Vorraussetzung für einen erfolgreichen
Klassenwechsel zum IgE-Isotyp sind verschiedene Rekombinationsereignisse
in den konstanten Bereichen der schweren Kette der Immunoglobulingene. Die
Transkription  des  GL  (Keimbahn)  ε-Transkripts  im  Cε-Locus  ist  dafür
unerlässlich. Die Aktivierung dieses Promotorbereichs wird durch NFκB und
STAT6 gesteuert (Linehan et al., 1998).
Die  Rolle  von  STAT6  bei  asthmatischen  Erkrankungen,  z.B.  Airway-
Hyperresponsivness  (AHR)  ist  gut  charakterisiert  und  lässt  sich  auf  eine
Polarisation der Th2-Antwort zurückführen (Brombacher, 2000). Die Rolle von
STAT6  in  der  Onkogenese  ist  weniger  gut  charakterisiert.  Konstitutive
Aktivierung von STAT6 ist für das klassische Hodgkin-Lymphom beschrieben
und assoziiert mit autokriner Sekretion von IL-13 (Kapp et al., 1999; Skinnider
et al., 2001a; Skinnider et al.,  2002b). Eine Inhibition der IL-13-vermittelten
Signalkaskade mit einem neutralisierenden IL-13-Antikörper löst in einigen HL-
Zelllinien Apoptose aus (Trieu  et  al.,  2004).  Inwieweit  dies  durch  STAT6
reguliert ist, ist nicht untersucht. Unabhängig von IL-13- oder IL-4-Sekretion
wurde konstitutive Aktivierung von STAT6 in primären mediastinal großzelligen
B-Zelllymphomen (mediastinal large B cell lymphoma (PMBL)) detektiert (Guiter
et al., 2004). Studien an STAT6-/- Mäusen belegen eine stärkere Tumorabwehr
gegen primäre und metastasierende Tumore. Dies ist höchstwahrscheinlich auf
eine  größere  Menge  an  zytotoxischen  T-Zellen  zurückzuführen  ist,  die  in
STAT6-/-  Mäusen  nachgewiesen  wurde  (Kacha et al.,  2000;  Ostrand-
Rosenberg et al., 2000).17
1.9 Negativregulatoren der JAK/STAT-Signalkaskade
Um eine transiente Aktivierung der STAT-Proteine und damit eine regulierte
Signalübermittlung zu gewährleisten, stehen verschiedene Negativregulatoren
zur Verfügung. Veränderungen in der Negativregulation oder den Regulatoren
selbst (Mutationen oder veränderte Expression) können häufig zur konstitutiven
Aktivierung der STAT-Proteine beitragen. Zu den Negativregulatoren gehören
Tyrosinphosphatasen, wie z.B. SHP1 und SHP2 (SH2 containing phosphatase)
(Starr et al., 1999). Diese Phosphatasen sind enzymatische Gegenspieler der
Tyrosinkinasen.  Sie  sind  in  der  Lage  den  zytoplasmatischen  Teil  des
Rezeptors, die JAK-Kinasen oder STAT-Proteine selbst zu binden und damit
die Signalübertragung zu unterbinden (Neel et al., 1997).
Eine weitere Möglichkeit der negativen Regulation des Signalweges sind die
PIAS-Proteine (protein inhibitor of activated STAT) (Shuai et al., 2003), die
allerdings nicht alle STATs inhibieren. PIAS-Proteine blockieren den Signalweg
durch Bindung aktivierter STAT-Dimere. Dadurch geht die DNA-Bindefähigkeit
der STAT-Moleküle verloren und die Transkription der Zielgene ist nicht länger
möglich. Des Weiteren ist bekannt dass PIAS-Proteine eine wichtige Rolle bei
der Sumoylierung von Proteinen spielen (E3-Ligaseaktivität) und damit die
Funktion und den Abbau von Proteinen steuern können (Jackson, 2001).
Eine  weitere  Familie  an  Negativregulatoren  sind  die  SOCS-Proteine
(suppressor of cytokine signaling) (Starr et al., 1997; Starr et al., 1999), die
auch als JAB (JAK binding) (Endo et al., 1997) oder SSI (STAT induced STAT
inhibitor) (Naka et al., 1997) bezeichnet werden. SOCS-Proteine sind direkte
Zielgene der STAT-Proteine und regulieren deren Aktivierung in einer Art
negativer Rückkopplung (negative feedback).18
Zu den SOCS-Proteinen gehören 8 Mitglieder (CIS und SOCS1-7), die eine
gemeinsame Struktur aufweisen (Abbildung 1.9-4) (Starr et al., 1999).
Abbildung 1.9-4 Die SOCS-Negativregulatoren
Dargestellt ist die schematische Struktur der 8 SOCS-Familienmitglieder (Alexander et al.,
2004). SOCS-Proteine sind gekennzeichnet durch eine zentrale SH2-Domäne und eine C-
terminale SOCS-Box.
Die Struktur ist hauptsächlich gekennzeichnet durch eine zentrale SH2-Domäne
und eine C-terminale SOCS-Box. Die SOCS-Box spielt, durch Interaktion mit
Elongin, höchstwahrscheinlich eine zentrale Rolle beim proteasomalen Abbau
der JAK-Kinasen (Starr et al., 1999; Krebs et al., 2001; Yoshikawa et al., 2001;
O'Shea et al., 2002). Der genaue Regulationsmechanismus der SOCS-Proteine
ist  nur  unzureichend  geklärt.  Bekannt  ist,  dass  sie  sich  in  ihrem
Wirkungsmechanismus unterscheiden. Am besten charakterisiert sind CIS,
SOCS1, SOCS2, und SOCS3. SOCS1 bindet über seine SH2-Domäne direkt
an die JAK-Kinase, inhibiert die Kinaseaktivität (Yasukawa et al., 1999) und
führt die Kinase dem proteasomalen Abbau durch das 26S-Proteasom zu
(Ungureanu et al., 2002). CIS und SOCS3 binden an ein spezifisches Tyrosin
des Rezeptors und blockieren dadurch die Bindestelle für die STAT-Proteine
(Schmitz et al., 2000; Nicholson et al., 2000; O'Shea et al., 2002) (Abbildung
1.9-5).19
Abbildung 1.9-5 SOCS-Proteine regulieren den JAK/STAT-Signalweg
SOCS-Proteine  sind  direkte  Zielgene  der  JAK/STAT-Signalkaskade  und  regulieren  deren
Aktivität in einer Art negativer Rückkopplung (negative feedback). Dabei unterscheiden sie sich
in ihrer Wirkungsweise. (Kubo et al., 2003).
Die Expression der SOCS-Proteine unterliegt normalerweise einer strikten
Regulation und spielt eine essentielle Rolle für die Inaktivierung der JAK/STAT-
Signalkaskade. Verschiedene Publikationen deuten auf eine Beteiligung der
SOCS-Proteine bei der Tumorentstehung hin. In verschiedenen Tumorarten,
wie z.B. im Leberkarzinom und in multiplen Myelomen, ist die Expression des
SOCS1-Gens durch Methylierung von SOCS1 nicht möglich (Yoshikawa et al.,
2001;Galm et al., 2003; Chen et al., 2003). Ebenso wird die SOCS3-Expression
durch eine Methylierung der Promotorregion bei Lungenkrebs unterdrückt (He
et al., 2003). Mutationen im SOCS1-Transkript wurden in Lymphomzelllinien20
(mediastinal lymphoma), sowie in primären B-Zelllymphomen nachgewiesen
(Melzner et al., 2005). Rekonstituiert man die Expression von SOCS1 mittels
transienter Transfektion wird das Tumorwachstum inhibiert und die Zellen
gehen in Apoptose (Yoshikawa et al., 2001).
Die Expression der SOCS-Proteine im klassischen Hodgkin-Lymphom ist noch
nicht untersucht. Ebenso ist nicht bekannt, ob diese Proteine eine Bedeutung
für  die  Pathogenese  des  malignen  Phänotyps  haben.  Dies  soll  in  der
vorliegenden Arbeit untersucht werden.
1.10  Inhibtion  der  JAK/STAT-Signalkaskade  als  Ansatzpunkt  für
Krebstherapien
1.10.1 Nicht-sequenz-spezifische Inhibition
Obwohl bei der Behandlung verschiedenster Krebsarten mittels Chemo- und
Strahlentherapie  große  Fortschritte  gemacht  wurden  und  immer  präzisere
Verfahren  entwickelt  wurden,  treten  nach  wie  vor  schwerwiegende
Nebenwirkungen  und  Sekundärerkrankungen  auf.  Dies  weist  auf  die
Notwendigkeit neuer Therapieansätze hin. Grundvorraussetzung für gezielte
Therapien  mit  möglichst  geringen  Nebenwirkungen  ist  die  Kenntnis  des
ursächlichen  molekularen  Ereignisses  der  Erkrankung.  In  diesem
Zusammenhang steht die Entwicklung von Inhibitoren, die gezielt Signalwege
oder einzelne Kinasen blockieren. Für die JAK/STAT-Signalkaskade sind aus
der Literatur verschiedene Substanzen bekannt, die entweder auf Ebene der
Kinasen oder einzelne STAT-Proteine angreifen. Am besten untersucht sind
Substanzen, die gezielt JAK2/STAT3- vermittelte Signale blockieren. Dazu
gehören Tyrphostine (AG490, AG17, AG25), die bereits in verschiedenen
Tumorsystemen in vitro, aber auch in vivo getestet wurden (Alas et al., 2003;
Barton et al., 2004; Burke et al., 2001; Holtick et al., 2005; Catlett-Falcone et
al., 1999). Substanztests im Hochdurchsatz-Verfahren identifizieren auch immer
mehr  natürlich  vorkommende  Substanzen  wie  Piceatannol,  Cucurmin,
Cucurbitacin  I  und  Q,  Indirubin  oder  Arsen-Verbindungen  als  wirksame
Inhibitoren von STAT-Proteinen (Alas et al., 2003; Bharti et al., 2003; Dorai et21
al., 2004; Uddin et al., 2005; Blaskovich et al., 2003; Nam et al., 2005; Sun et
al.,  2005;  Cheng et al., 2004). Auch natürlich vorkommende Liganden des
Fettmetabolismus, wie 15d-PGJ(2) (15-Deoxy-delta-12,14-Prostaglandin J2)
erweisen sich als anti-inflammatorisch wirksam durch Inhibition der JAK/STAT-
Signalkaskade  in  primären  Lymphozyten,  sowie  in  einem  Zellmodell  für
rheumatoide Arthritis (Ji et al., 2005; Kim et al., 2005). Zusätzlich dazu konnte
gezeigt werden, dass Platin-Verbindungen hauptsächlich durch Inhibition von
STAT3 in einem Darmkrebsmodell in vivo, sowie bei Brust- und Prostatakrebs
in vitro viel versprechende anti-Tumoraktivität besitzen (Turkson et al., 2004;
Turkson et al., 2005).
1.10.2 Sequenz-spezifische Inhibition
Ein anderer Ansatz zur Blockade der JAK/STAT-Signalkaskade basiert auf den
Negativregulatoren  des  Signalweges  selbst  (PIAS,  SOCS).  Je  nach
verwendetem Inhibitor kann dieser Ansatz auf Ebene der Kinasen angreifen
und  damit  die  komplette  nachgeschaltete  Signalübertragung  der  Kinase
blockieren (SOCS1, SOCS3) oder einzelne Proteine (z.B. STAT1, STAT3)
können selektiv inhibiert werden (PIAS1, PIAS3, GRIM-19) (Starr et al., 1999;
Alexander et al., 2004; Zhang et al., 2003). Um eine möglichst spezifische
Inhibition von Proteinen zu erreichen wurden immer mehr sequenz-spezifische
Ansätze entwickelt. Dabei kommen synthetische Peptide zum Einsatz, die
spezifisch  die  Region  um  die  konservierte  Tyrosinphosphorylierung
repräsentieren  und  somit  eine  Dimersisierung  sowie  eine  DNA-Bindung
verhindern (Jing et al.,  2005).  Solch  ein  Peptid  (PYLKTK)  wurde  bereits
erfolgreich  zur  Inhibition  von  STAT3  (Y705)  in  vitro  eingesetzt.  Andere
sequenzspezifische  Ansätze  basieren  direkt  auf  der  DNA-Sequenz  des
Zielgens  (Antisense-Oligonukleotide,  siRNAs).  Unmodifizierte  Antisense-
Oligonukleotide  sind  aufgrund  ihrer  kurzen  Halbwertszeit  nur  begrenzt
einsetzbar.  Mittlerweile  lassen  sich  solche  Antisense-Konstrukte  durch
chemische Modifikationen stabilisieren (z.B. Phosphorothioate, Morpholinos).
Ein solches STAT3-spezifisches Antisense-Molekül wurde bereits erfolgreich in
Xenograftmodellen (multiple Myelome) getestet und befindet sich zur Zeit in22
vorklinischen Studien (ISIS345794 der Firma ISIS) (Gleave et al., 2005; Chiarle
et al., 2005). Des Weiteren wurden verschiedene siRNAs (small interfering
RNA)  gegen  STAT3  entwickelt,  die  bereits  erfolgreich  in  verschiedenen
Zellmodellen in vitro eingesetzt wurden (Ling et al., 2005; Lee et al., 2004;
Konnikova et al., 2003; Gao et al.,  2005;  Alvarez et al.,  2005).  In  diesem
Zusammenhang  kommen  unterschiedliche  Systeme  zur  Bereitstellung  der
siRNAs  in  der  Zelle  zum  Einsatz.  Diese  beinhalten  eine  transiente
Bereitstellung von kurzen synthetischen siRNAs, sowie eine Verpackung der
relevanten  siRNA  in  Liposome  oder  ähnliche  Materialien,  aber  auch  eine
dauerhafte Expression der siRNA mittels retro- bzw. lentiviraler Vektoren. Für
eine Therapie kommen allerdings nur solche Systeme in Frage, die einen
größtmöglichen  Nutzen  für  einen  Patienten  über  einen  möglichst  langen
Zeitraum gewährleisten.
Andere sequenz-spezifische Ansätze basieren auf der Entwicklung von so
genannten G-Quartet-Oligonukleotiden (GQ-ODN). Dabei handelt es sich um
Moleküle, die spezifisch bestimmte Stellen innerhalb der SH2-Domäne von
STAT-Dimeren besetzen und damit die Dimere destabilisieren (Jing et al.,
2005). Dabei schützt die G-Quartet-Struktur des Oligonukleotids das Molekül
vor einem Abbau durch   Endonukleasen. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass solche STAT3-spezifischen Strukturen das Tumorwachstum von Brust-
und Prostatatumoren in Xenograftmodellen erheblich verringern (Jing et al.,
2005).  Neben  Kinasen  oder  Proteinen  selbst,  lassen  sich  aber  auch  die
Bindestellen von Proteinen in den Promotorregionen ihrer Zielgene spezifisch
blockieren. Auf einem solchen Ansatz basiert die Entwicklung von „Decoy“-
Oligonukleotiden.  Dabei  handelt  es  sich  um  kurze  doppelsträngige
Oligonukleotide (ca. 15 Basenpaare), die eine bestimmte Promotorsequenz
beinhalten, und von dem aktivierten Protein erkannt werden, dass dann nicht
mehr an die Promotorregion seiner Zielgene binden kann. Erste erfolgreiche
Ergebnisse  wurden  bereits  mit  einem  STAT3-spezifischen  „Decoy“-
Oligonukleotid in vivo erzielt (Jing et al., 2005).23
Des Weiteren kommen so genannte neutralisierende Antikörper zum Einsatz,
die spezifisch gegen bestimmte extrazelluläre Domänen von Proteinen oder
Rezeptoren gerichtet sind (Re et al., 2005).
1.10.3 Therapeutische Ansätze zur Behandlung des klassischen Hodgkin-
Lymphoms
Obgleich  eine  Behandlung  des  klassischen  Hodgkin-Lymphoms  mit
konventioneller Chemo- bzw. Strahlentherapie zunächst sehr vielversprechend
war, manifestierten sich schwere Sekundärerkrankungen, die unter anderem
auf  hoch  dosierte  Chemotherapeutika  zurückzuführen  sind.  Solche
Folgeerkrankungen  beinhalten  sowohl  sekundäre  Krebserkrankungen,  wie
Lungen- oder Brustkrebs, aber auch kardiovaskuläre Erkrankungen (Re et al.,
2005). Aus diesem Grund besteht vor allem für die Behandlung des klassischen
Hodgkin-Lymphoms die Notwendigkeit alternativer Strategien. Dazu gehört zu
allererst  die  Identifizierung  eines  therapeutischen  Ansatzpunktes  auf
molekularer Ebene. In diesem Zusammenhang wurden bereits verschiedene
neutralisierende Antikörper gegen Rezeptoren und Proteine entwickelt, die mit
dem  anti-apoptotischen  und  proliferations-fördernden  Phänotyp  von  HL
korrelieren.  Dazu gehören: anti-CD30-Antikörper  (SGN-30, MDX-60), anti-
CD20-Antikörper (Rituximab), anti-IL-13-Antikörper (CAT-354), anti-RANKL-
Antikörper (AMG162), sowie anti-TRAIL-R1-Antikörper. Aber auch Substanzen,
die die NFκB-Signalkaskade inhibieren (Arsentrioxid, As2O3) erweisen sich im
HL-Zellmodell als vielversprechend. Einen anderen Ansatz liefern Inhibitoren
des 26S-Proteasoms, über das z.B. der NFκB-Inhibitor IκK abgebaut wird. Der
Proteasom-Inhibitor Bortezomib (PS-341, Millenium Pharmaceuticals) wurde
bereits von der FDA (Food and Drug Administration, USA) zur Behandlung
multipler Myelome zugelassen (Re et al., 2005). Dieser Inhibitor wurde in vitro
auch an HRS-Zellen getestet und bewies auch in diesem Zellsystem großes
Potential (Re et al., 2005). Ein anderer Proteasom-Inhibitor (MG132), der unter
anderem durch Inhibition des JAK/STAT-Signalweges wirkt, ist ebenfalls sehr
effizient in HL-Zelllinien und befindet sich zur Zeit in präklinischen Studien
(Izban et al., 2001; Re et al., 2005). Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass24
einzelne oder mehrere Mitglieder der JAK/STAT-Signalkaskade eine wichtige
Rolle bei der Entstehung des malignen Phänotyps dieser Erkrankung spielen
könnten. Dennoch ist nicht vollständig bekannt welche Proteine daran beteiligt
sind  und  wie  sie  reguliert  werden.  Diese  Fragestellung  ist  allerdings  von
entscheidender  Bedeutung  für  die  Entwicklung  zukünftiger  Strategien  zur
Behandlung des klassischen Hodgkin-Lymphoms. Ziel dieser Arbeit ist deshalb
die  Bedeutung  einzelner  STAT-Mitglieder  für  die  Pathogenese  dieser
Erkrankung  zu  untersuchen  und  damit  neue  Zielgene  für  therapeutische
Ansätze zu liefern.
1.11 Zielsetzung
Biopsien und abgeleitete Zelllinien des klassischen Hodgkin-Lymphoms (HL)
sind gekennzeichnet durch autokrine bzw. parakrine Sekretion von Zytokinen
(z.B. IL-6, IL-13). Diese deregulierte Ausschüttung von Botenstoffen resultiert in
der konstitutiven Aktivierung verschiedener Signaltransduktionskaskaden. Dazu
gehört auch der JAK/STAT-Signalweg. Die Bedeutung dieses Signalweges,
sowie die Funktion einzelner Komponenten der JAK/STAT-Signalkaskade für
die Pathogenese der malignen Erkrankung sind weitgehend unbekannt und
Gegenstand  dieser  Arbeit.  Dabei  sollen  im  Einzelnen  gezielt  folgende
Fragestellungen behandelt werden:
1.) Mit Hilfe von Gelretardierungsexperimenten und Immunfärbungen soll
untersucht  werden,  welche  Mitglieder  des  JAK/STAT-Signalweges
konstitutiv  aktiviert  vorliegen.  Dazu  werden  fünf  verschiedene  HL-
Zelllinien verwendet, die repräsentativ für das Hodgkin-Lymphom (HL)
sind.
2.) Um  die  Bedeutung  des  Signalweges  für  zelluläre  Prozesse  wie
Proliferation und Überleben, sowie den Aktivierungsmechanismus der
STAT-Proteine zu analysieren, werden synthetische Kinase-Inhibitoren
(AG490,  Cucurbitacin  I)  verwendet.  In  diesem  Zusammenhang  soll
außerdem die Spezifität der verwendeten Inhibitoren getestet werden.25
3.) Um gezielt die Funktion von STAT3 und STAT6 im klassischen Hodgkin-
Lymphom  zu  untersuchen,  kommen  sequenz-spezifische  Moleküle
(siRNAs) in einem lentiviralen Expressionssystem zum Einsatz.
4.) Nachdem sich gezeigt hatte, dass STAT6 wichtig für das Überleben von
HL-Zellen  ist,  soll  der  Mechanismus  der  STAT6-vermittelten  anti-
apoptotischen Wirkung mit Hilfe eines Microarrays untersucht werden.
Dabei sollen neue Zielgene von STAT6 identifiziert werden, die anti-
apoptotisch wirken.
5.) Für einige Tumorzellsysteme, sowie Primärtumore, ist eine Störung der
negativen Regulation der JAK/STAT-Signalkaskade durch die SOCS-
Proteine beschrieben. Diese werden häufig gar nicht oder fehlerhaft
exprimiert und tragen damit zu der Entstehung des malignen Phänotyps
bei. In dieser Arbeit soll überprüft werden, ob SOCS1 und SOCS3 in HL-
Biopsien  und  abgeleiteten  Zellen  exprimiert  werden  und  ob  deren
Expression die Aktivierung von STAT3 und STAT6 reguliert.
6.) Da  in  einigen  HL-Biopsien  und  abgeleiteten  HL-Zelllinien  keine
Expression von SOCS1 und SOCS3 nachgewiesen werden konnte, soll
die Bedeutung dieser Negativregulatoren durch Überexpression in HL-
Zelllinien  untersucht  werden.  Dabei  wird  in
Gelretardierungsexperimenten untersucht, ob SOCS1 und SOCS3 die
Aktivierung von STAT3 und STAT6 inhibieren, welche Auswirkungen
sich  auf  zelluläre  Prozesse  ergeben  und  inwieweit  andere
Signalvermittler im Hodgkin-Lymphom beeinflussen werden.26
2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Verbrauchsmaterialien
Chromatographiepapier No. 3649 Schleicher & Schuell, Dassel
MicroSpin G-25 Säulen Amersham Pharmacia,
Braunschweig
Mikrotiterplatten Greiner, Frickenhausen
PVDF-Membran “porablot“, 0,2 µm Millipore, Eschborn
Röntgenfilme, Kodak Super RX Kodak, Stuttgart
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm
2) Greiner, Frickenhausen
Zellkulturschalen (8,7 cm
2) Greiner, Frickenhausen
6, 12, 24, 96 – Loch-Zellkulturplatten Greiner, Frickenhausen
2.1.2 Chemikalien
Acrylamid, 4K, 29:1, 30% (w/v) AppliChem, Darmstadt
Agarose Peqlab, Erlangen
AG490, 50-100 µM Tocris, Bristol (UK)
ε-Aminocapronsäure Merck, Darmstadt
Ammoniumhydroxid Fluka, Buchs (Schweiz)
APS Roth, Karlsuhe
Aprotinin Boehringer, Mannheim
Benzamidin Sigma, Deisenhofen
BSA AppliChem, Darmstadt
Bromphenolblau Aldrich, Steinheim
Calciumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt
Cucurbitacin I, 10 µM Roth, Karlsruhe
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka, Buchs (Schweiz)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Fluka, Buchs, (Schweiz)
dNTP Mix, 10 mM Peqlab, Erlangen
DTT AppliChem, Darmstadt
ECL plus Chemilumineszenzsystem Amersham Pharmacia,
Braunschweig
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat AppliChem, Darmstadt
Enzyme zur Restriktion New England Biolabs (NEB),
Schwalbach27
Ethanol Roth, Karlsruhe
Formaldehyd, 37% (w/w) Roth, Karlsruhe
Glycerin Roth, Karlsruhe
Isopropanol Roth, Karlsruhe
Klenow-Enzym New England Biolabs (NEB),
Schwalbach
Leupeptin Sigma, Deisenhofen
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck, Darmstadt
Natrium-ortho-vanadat Sigma, Deisenhofen
Pefabloc Roth, Karlsruhe
Pepstatin Fuka, Buchs (Schweiz)
PMSF Sigma, Deisenhofen
Poly (dI:dC) Amersham Pharmacia,
Braunschweig
Propidiumjodid Sigma, Deisenhofen
Radiochemikalien Amersham Pharmacia,
Braunschweig
RNase, DNase frei Sigma, Deisenhofen
Rnasin Invitrogen, Eggenstein
SDS Merck, Darmstadt
SYBR green II MoBiTec, Göttingen
Taq-Polymerase Invitrogen, Eggenstein
TEMED Sigma, Deisenhofen
Trifast Peqlab, Erlangen
T4-DNA-Polymerase New England Biolabs (NEB),
Schwalbach
T4-DNA-Ligase New England Biolabs (NEB),
Schwalbach
T4-Polynukleotid-Kinase New England Biolabs (NEB),
Schwalbach
Thermo-Pol-Puffer New England Biolabs (NEB),
Schwalbach
Vent-Polymerase New England Biolabs (NEB),
Schwalbach
2.1.3 Lösungen
Alle Grundchemikalien wurden in reinster Qualität verwendet. Alle Lösungen
wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Lösungen und Puffer wurden
autoklaviert (20 min. bei 121°C und 2 bar) oder steril filtriert.
10×TBE 890 mM Tris, 890 mM Borsäure, 20
mM EDTA, pH 8,0
10× TAE 400 mM Tris/Essigsäure, 10 mM
EDTA, pH 8,028
DEPC Wasser 0,2 % (v/v) DEPC
TBST 10 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl,
0,1 % (v/v) Tween 20
SDS-Laufpuffer 250 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 %
(w/v) SDS pH 8,0
Anodenpuffer 1 300 mM Tris/HCl pH 10,4, 10% (v/v)
Methanol
Anodenpuffer 2 25 mM Tris/HCl pH 10,4, 10% (v/v)
Methanol
Kathodenpuffer 25 mM Tris/HCl pH 9,4, 40 mM ε-
Capronsäure, 10 % (v/v) Methanol
Weitere  verwendete  Puffer  und  Lösungen  sind  bei  der  entsprechenden
Methode angegeben.
2.1.4 Kits und Standards
Proteingrößenstandard, Benchmark Invitrogen, Eggenstein
DNA-Größenstandard, 1kb+ Invitrogen, Eggenstein
4 × Probenauftragspuffer, reduzierend Roth, Karlsruhe
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
Omniskript Reverse Transkriptase Kit Qiagen, Hilden
Plasmid Purification Kit Qiagen, Hilden
RNeasy Kit Qiagen, Hilden
Cell Titer Glo, Proliferationsassay Promega, Heidelberg
BrdU Labeling and Detection Kit Boehringer, Mannheim
2.1.5 Zellkulturreagenzien
DMEM, 4500 mg/l D-Glukose, 110 mg/l
Na-Pyruvat
BioWhittacker, Verviers (Belgien)
RPMI 1640, 4500 mg/l D-Glukose, 110
mg/l Na- Pyruvat
BioWhittacker, Verviers (Belgien)
L-Glutamin PAA, Pasching
Interferon alpha (1000 U) Roche, Mannheim
Penicillin/Streptomycin PAA, Pasching
Isoton II Becton Dickinson, Heidelberg
PBS (1×) PAA, Pasching
Polybrene Sigma, Deisenhofen
Fötales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Eggenstein
Trypsin/EDTA Invitrogen, Eggenstein
Retronektin (50µg/ml) Takara, Shiga, Japan29
2.1.6 Antikörper
Spezifität Verdünnung Ursprung Hersteller
STAT1 (sc-417) WB 1:1000 monoklonal,
Maus
Santa Cruz
Biotechnologie
STAT1 (sc-346) EMSA 25 ng/µl
WB 1:1000
polyklonal,
Kaninchen
Santa Cruz
Biotechnologie
STAT3 (sc-482) EMSA 20 ng/µl
WB 1:1000
polyklonal,
Kaninchen
Santa Cruz
Biotechnologie
STAT5 WB 1:1000 monoklonal,
Kaninchen
Transduction
Laboratories
STAT5A WB 1:10000 polyklonal,
Kaninchen
Research &
Development
STAT5B WB 1:10000 polyklonal,
Kaninchen
Research &
Development
STAT6 EMSA 20ng/µl
WB 1:1000
monoklonal,
Maus
Transduction
Laboratories
JAK2 (sc-294) WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Santa Cruz
Biotechnologie
Bcl-2 WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Alexis, Grünberg
PARP WB 1:5000 monoklonal,
Maus
Pharmingen
Caspase-3
(sc-7148)
WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Santa Cruz
Biotechnologie
Caspase-8 WB 1:1000 monoklonal,
Maus
Cell Signaling
Caspase-9 WB 1:500 polyklonal,
Kaninchen
New England
Biolabs (NEB),
Schwalbach
p65 (NFκB)
(sc-8008)
EMSA 25 ng/µl
WB 1:1000
monoklonal,
Maus
Santa Cruz
Biotechnologie
p50(NFκB)
(sc-7178)
EMSA 25 ng/µl
WB 1:1000
polyklonal,
Kaninchen
Santa Cruz
Biotechnologie
SOCS1 (sc-7005) IH 1:100 polyklonal, Schaf Santa Cruz
Biotechnologie
SOCS3 IH 1:100 polyklonal,
Kaninchen
J.Zhang, Walter
and Eliza Hall
Institute, Australia
phospho-STAT1
(tyr 701)
WB 1:500 monoklonal,
Maus
Santa Cruz
Biotechnologie
phospho-STAT3
(tyr 705)
WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Cell Signaling
phospho-STAT5
(tyr 694)
WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Cell Signaling
phospho-JAK2
(tyr 1007/1008)
WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Cell Signaling
phospho-ERK 1/2 WB 1:1000 monoklonal,
Maus
Cell Signaling30
(thr 202/tyr 204) Maus
phospho-AKT
(ser 473)
WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Cell Signaling
c-Flip WB 1:500 monoklonal Maus Alexis, Grünberg
LNGFR FACS 1:1000 monoklonal,
Maus
Cedarlane Labs
FITC für LNGFR FACS 1:500 monoklonal,
Maus
Biodesign,
Kennebruck
Aktin WB 1:1000 polyklonal,
Kaninchen
Sigma,
Deisenhofen
Anti-Maus Ig-HRP WB 1:1000 polyklonal, Schaf Amersham
Pharmacia
Anti-Kaninchen Ig-
HRP
WB 1:1000 polyklonal, Esel Amersham
Pharmacia
Anti-Schaf Ig-HRP WB 1:10000 polyklonal, Esel Santa Cruz
Biotechnologie
2.1.7 Zellen
Zelllinie Zelltyp ATCC Nummer/
Referenz
Medium
293T humane fötale
Nierenzelllinie,
transformiert mit
Adenovirus 5-DNA
CRL-1573 DMEM
L428 humane Hodgkin-
Lymphomzelllinie,
B-Zellursprung
DSMZ ACC 197 RPMI 1640
L1236 humane Hodgkin-
Lymphomzelllinie,
B-Zellursprung
DSMZ ACC 530 RPMI 1640
L540 humane Hodgkin-
Lymphomzelllinie,
B-Zellursprung
DSMZ ACC 72 RPMI 1640
HDLM2 humane Hodgkin-
Lymphomzelllinie,
T-Zellursprung
DSMZ ACC 17 RPMI 1640
KMH2 humane Hodgkin-
Lymphomzelllinie,
B-Zellursprung
DSMZ ACC 8 RPMI 164031
2.1.8 Bakterien
Für molekularbiologische Arbeiten, Klonierungen, DNA-Präparationen und zur
Produktion retro/lentiviraler Vektoren wurde der Escherichia coli-Stamm DH5α
verwendet. Die Bakterien wurden in LB (Luria Bertani)-Medium kultiviert. Die
Medien  wurden  mit  deionisiertem  Wasser  angesetzt  und  anschließend
autoklaviert. Ampicillin wurde in der Konzentration 100 µg/ml eingesetzt.
Stamm Genotyp
DH5α endA1 hsdR17 (rk
- mk
-) supE44 thi 
-λ
-
recA1 gyrA96 relA1 80dlacl
qZD M15
2.1.9 Plasmide
Name Verwendung Referenz
pMX retroviraler
Expressionsvektor
(Onishi et al., 1998)
pMX-IRES-LNGFR retroviraler
Expressionsvektor
diese Arbeit
pMX-SOCS1 humanes SOCS1
Expressionsplasmid
diese Arbeit
pMX-SOCS3 humanes SOCS3
Expressionsplasmid
diese Arbeit
pVIG-IRES lentiviraler
Expressionsvektor
K.Brocke-Heidrich, Uni-
klinik Leipzig
pVIG-SOCS3 humanes SOCS3
Expressionsplasmid
diese Arbeit
pHIT 60 Verpackungsplasmid für
pMX-Vektor
(Soneoka et al., 1995)
pVSV-G Verpackungsplasmid für
pMX-Vektor
(Ory et al., 1996)
pVIG lentiviraler
Expressionsvektor für
siRNAs
(Brocke-Heidrich et al.,
2004)
pVIG-siSTAT3 Expression einer siRNA
gegen humanes STAT3
K. Brocke-Heidrich,
Uni-Klinik Leipzig
pVIG-siSTAT6 Expression einer siRNA
gegen humanes STAT6
diese Arbeit
pVIG-scramble Expression einer nicht
spezifischen siRNA
diese Arbeit
pHIT-G Verpackungsplasmid für
pVIG-Vektoren
(Fouchier et al., 1997)
delta sp2 Verpackungsplasmid für
pVIG Vektoren
(Schnell et al., 2000)32
pVIG Vektoren
pSUPER Klonierungsvektor für
siRNAs
Oligoengine
pSUPER-siSTAT6 Expressionsvektor diese Arbeit
pSUPER-scramble Expressionsvektor diese Arbeit
2.1.10 Oligonukleotide
siRNA-Oligonukleotide
Name Sequenz Gen Referenznummer
siSTAT3 5´-cttcagacccgtcaacaaat humanes
STAT3
NM_003150
siSTAT6 5´-gatgtgtgaaactctgaac humanes
STAT6
BT 007380
scramble 5´-aacatgtcatgtgtcacatct unspezifische
Sequenz
Dharmacon,
siRNA Design
Center
Oligonukleotide für DNA-Bindungsversuche
Oligonukleotid Sequenz
hSIE aus c-fos Promoter 5´-catttcccgtaaatc-3´
β-Kasein 5´-agatttctaggaattcaaatc-3´
Cε-Keimbahn 5´-gtcaacttcccaagaacagaa-3´
NFκB 5´-agttgaggggactttcccaggc-3´
Klonierungsprimer
Name Sequenz PCR Parameter
SOCS1-BamHI
SOCS1-SpeI
5´-cgggatccgccaccatggtagcacac
5´-ggactagttcaaatctggaa
50°C, 25 Zyklen
SOCS3-BamHI
SOCS3-SpeI
5´-cgggatccgccaccatggtcacccac
5´-ggactagtttaaagcggggc
50°C, 25 Zyklen
LNGFR-for
LNGFR-rev
5´-tcccccgggatgggggcaggt
5´-acgcgtcgacgatccccctgtt
55°C, 30 Zyklen33
Primer für die Real Time PCR
Name Sequenz PCR Parameter
SOCS1-for
SOCS1-rev
5´-caccttcttggtgcgcg
5´-aagccatcttcacgctgagc
56°C, 45 Zyklen
SOCS3-for
SOCS3-rev
5´-tcacccacagcaagtttcccgc
5´-gttgacggtcttccgacagagatgc
56°C, 45 Zyklen
c-Myc-for
c-Myc-rev
5´cacatcagcacaactacgcagcgc
5´-ctcaggactctgacactgtccaac
58°C, 45 Zyklen
c-Myb-for
c-Myb-rev
5´-acaagcatgcgttgcacttc
5´-tgcggatcaaatgcagaactc
58°C, 45 Zyklen
Trim22-for
Trim22-rev
5´-ggatgccagcacgctcatctcag
5´-ttcagcatcacgtccacccagtagt
58°C, 45 Zyklen
18S 5´-cggctaccacatccaagga
5´-ccaattacagggcctcga
56°C, 45 Zyklen
Sequenzierprimer
Name Vektor Sequenz
pMX-1 pMX Vektoren 5´-tcgcagcttggatacacg
GFP-for pVIG (siRNA)Vektoren 5´-atcactctcggcatggac
SFFV-for pVIG-IRES Vektoren 5´-gcttctgcttcccgagctc
2.2  Klonierungsstrategie  für  siRNAs  (small  interfering  RNAs)  im
lentiviralen Vektor pVIG
Da eine transiente Transfektion der HL-Zelllinien nicht möglich war, wurde ein
lentivirales  Expressionssystem  benutzt.  Die  STAT3-siRNA  wurde  von  K.
Brocke-Heidrich (Universitätsklinik Leipzig) bereitgestellt. Alle folgenden siRNAs
wurden wie folgt kloniert: die siRNA-Sequenz wurde basierend auf der cDNA
des  Zielgens  ausgewählt  und  mit  Hilfe  von  überhängenden
Restriktionsschnittstellen (Bglll und HindIII) in den kommerziell erhältlichen
Vektor pSUPER (Oligoengine) kloniert. Um eine lentivirale Expression der
siRNA zu ermöglichen, wurde die siRNA zusammen mit dem H1-Promotor, der
für  die  Expression  der  siRNA  unerlässlich  ist,  mittels  SalI  und  XbaI
ausgeschnitten und in den lentiviralen Vektor pVIG kloniert.34
Die korrekte Insertion der siRNAs wurde durch DNA-Sequenzierung (GFP-
Primer)  überprüft.  Der  lentivirale  Vektor  wurde  mit  Hilfe  der
Verpackungsplasmide (pHIT-G und delta sp2) in 293T-Zellen verpackt. Die
Transduktionseffizienz wurde durch Ko-Expression von GFP (green fluorescent
protein) unter der Kontrolle eines SFFV-Promotors (spleen focus forming virus)
im FACS (Fluorescence aquired cell sorter) bestimmt. Eine schematische
Darstellung der Klonierungsstrategie ist in Abbildung 2.2-1 gezeigt.
Abbildung  2.2-1  Schematische  Darstellung  der  siRNA-
Klonierungsstrategie
Zur stabilen Expression von siRNAs in HL-Zelllinien wurde ein lentivirales Expressionssytem
etabliert.  Die  siRNA  (small  interfering  RNA)  wurde  basierend  auf  der  cDNA-Sequenz
ausgewählt  und  in  den  kommerziell  erhältlichen  Vektor  pSUPER  kloniert.  Über  die
Schnittstellen SalI und XbaI wurde die H1-Promotor-siRNA-Kassette ausgeschnitten und in den
lentiviralen Vektor pVIG kloniert. Dieser Vektor besitzt zur Kontrolle der Transduktionseffizienz
einen GFP-Marker unter der Kontrolle eines SFFV-Promotors (spleen focus forming virus).
2.3 Klonierung von SOCS1 und SOCS3 in den retroviralen Vektor pMX-
IRES-LNGFR
Zur Überexpression der JAK/STAT-Negativregulatoren SOCS1 und SOCS3
wurde der retrovirale Vektor pMX (Onishi et al., 1998) verwendet. SOCS1 und
SOCS3 wurden durch PCR (Polymerase-Kettenreaktion) generiert. SOCS1
(Abbildung  2.3-1  (A))  wurde  über  die  EcoRI-Schnittstelle  und  SOCS3
(Abbildung 2.3-1 (B)) über die EcoRI- und XhoI-Schnittstellen in den pMX-
Vektor inseriert. Die korrekte Insertion beider Konstrukte wurde durch DNA-35
Sequenzierung  mit  dem  pMX-1-Primer  bestätigt.  Zur  Kontrolle  der
Transduktionseffizienz wurde der LNGFR (low affinity nerve growth factor
receptor)-Marker mittels PCR generiert und in die Sall- und NcoI-Schnittstellen
des pMX-Vektors eingesetzt. Die SOCS1- und SOCS3-Transkripte und der
LNGFR-Marker wurden durch den gleichen MLV-Promotor (murines leukemia
virus) abgelesen, waren aber durch eine zweite ribosomale Bindestelle (IRES-
Element  (internal  ribosomal  entry  site))  getrennt,  so  dass  zwei  getrennte
Proteine entstehen. Die retroviralen Konstrukte wurden mit den entsprechenden
Verpackungsplasmiden (pHIT-60 und pVSV-G) in 293T-Zellen verpackt. Die
Abbildung 2.3-1 zeigt schematisch die Klonierungsstrategie von SOCS1 und
SOCS3 in den Vektor pMX.
Abbildung  2.3-1  Schematische  Darstellung  der  SOCS1-  und  SOCS3-
Klonierungsstrategie
Die SOCS1- und SOCS3-cDNAs wurden zur stabilen Expression in den retroviralen Vektor
pMX-IRES-LNGFR kloniert. Beide Transkripte wurden per PCR generiert. SOCS1 wurde in die
EcoRI-Schnittstelle (A) und SOCS3 in die EcoRI- und XhoI-Schnittstelle (B) des pMX-Vektors
kloniert. Als Marker wurde LNGFR (low affinity nerve growth factor receptor) verwendet. Die
SOCS-cDNAs und das Markergen wurden durch den gleichen Promotor abgelesen, waren aber
durch eine zweite ribosomale Bindestelle (IRES-Element) getrennt, so dass kein Fusionsprotein
entstand.
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2.4 Klonierung von SOCS3 in den lentiviralen Vektor pVIG-IRES
Der  Nachweis  von  überexprimiertem  SOCS1  und  SOCS3  im  retroviralen
System beruht auf dem Nachweis des LNGFR-Markers. Für diesen Nachweis
ist  eine  Färbung  mit  einem  LNGFR-spezifischen  Antikörper  nötig.  Ein
sekundärer FITC-gekoppelter Antikörper ermöglicht dann die Detektion im
FACS. Um Nebeneffekte durch eine Antikörperfärbung zu vermeiden wurde
zunächst  das  SOCS3-Konstrukt  in  den  lentiviralen  Vektor  pVIG-IRES
umkloniert. Im Gegensatz zu dem bisher verwendeten pMX-Vektor enthält der
pVIG-IRES-Vektor einen GFP-Marker. Dieser kann ohne vorherige Färbungen
direkt im FL1-Kanal des FACS nachgewiesen werden. Die SOCS3 cDNA wurde
per PCR aus dem Vektor pMX-SOCS3 amplifiziert und über die angehängten
Schnittstellen BamHI und SpeI in den Vektor pVIG-IRES eingefügt. Die SOCS3
cDNA im lentiviralen Vektor (pVIG-IRES) steht unter der Kontrolle eines SFFV-
Promotors (spleen focus forming virus). Dieser Promotor ist für die Expression
in hämotopoetischen Zellen, sowie insbesondere für B-Zellen optimiert (Werner
et al., 2004). Im Unterschied zu dem pVIG-Vektor der zur Expression der
siRNAs verwendet wurde, enthält dieser Vektor ein zusätzliches IRES-Element,
dass die Generation zweier getrennter Proteine ermöglicht. Abbildung 2.4-1
zeigt eine schematische Darstellung der Klonierungstrategie.
Abbildung 2.4-1 Schematische Darstellung der Klonierung von SOCS3 in
den lentiviralen Vektor pVIG-IRES
Die  SOCS3-cDNA  wurde  mittels  PCR  aus  dem  retroviralen  Vektor  pMX-SOCS3-LNGFR
amplifiziert und über angehängte BamHI- und SpeI-Schnittstellen in den lentiviralen Vektor
pVIG-IRES eingefügt. Die korrekte Insertion des Transkripts wurde durch DNA-Sequenzierung
(SFFV-Primer) bestätigt. Sowohl SOCS3, als auch GFP wurden durch den SFFV-Promotor
abgelesen, waren aber durch eine zweite ribosomale Bindestelle (IRES-Element) getrennt.
Daraus resultierten zwei getrennte Proteine.
SOCS3 IRES   GFP
BamHI SpeI
SFFV
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2.5 Methoden
2.5.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur
Alle Zellen wurden bei 37°C und einer Luftfeuchte von 90%, sowie einem CO2-
Gehalt von 5% (v/v) kultiviert. Für Inhibitorstudien wurden 1x10
7 Zellen mit 100
µM AG490 (Tocris) und 10 µM Cucurbitacin I (Roth) behandelt. Als Kontrolle
wurden die Zellen mit dem gleichen Volumen 100% Ethanol behandelt, da
Ethanol als Lösungsmittel für die Inhibitoren verwendet wurde.
2.5.1.1 Zellzahlbestimmung mittels COULTER COUNTER
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen 1/20 mit Isoton II verdünnt. Mit
Hilfe  des  Coulter  Counters  (Becton  Dickinson)  wurde  die  Partikelanzahl
bestimmt. Die Ausschlußgröße lebender Zelle beträgt 5-18 µm.
2.5.1.2 Passagieren von Zellen
Zum Passagieren von adhärenten Zellen wurden diese zunächst 1x mit PBS
gewaschen.  Anschließend  wurden  die  Zellen  für  5  Minuten  bei  37°C  mit
Trypsin/EDTA  abgelöst  und  in  serumhaltigem  Medium  resuspendiert.  Die
gewünschte Zellzahl wurde auf neue Platten überführt.
Suspensionszellen wurden durch Verdünnen der Zellsuspension mit frischem
Medium in neue Zellkulturflaschen passagiert.
2.5.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Das Zellsediment einer abtrypsinierten Zellpopulation wurde zunächst in PBS
gewaschen und anschließend in Einfriermedium (90% (v/v) FKS, 10% (v/v)
DMSO) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Kryoröhrchen überführt und
bei -20°C eingefroren. Einen Tag später wurden die Zellen von -20°C in -80°C38
überführt. Die Lagerung erfolgte in der Gasphase über flüssigem Stickstoff bei
-120°C.  Zum  Auftauen  wurden  die  Zellen  in  einem  37°C-Wasserbad  kurz
inkubiert und anschließend in vorgewärmtem Medium resuspendiert. Um das
DMSO zu entfernen wurden die Zellen noch einmal mit Medium gewaschen und
anschließend in einer Zellkulturflasche ausgesät.
2.5.1.4  Transiente  Transfektion  von  Zellen  mittels  Kalzium-Phosphat-
Präzipitation zur Produktion von Viruspartikeln
Lösungen:
- Lösung A :
0,5 M CaCl2, 100 mM HEPES, pH 6,95 eingestellt mit NaOH, sterilfiltriert
- Lösung B :
50 mM HEPES, 0,29 mM NaCl, 0,75 mM NaH2PO4, pH 6,95, sterilfiltriert
Die  Retro/Lentiviren  die  zur  Transduktion  von  Hodgkin-Lymphomzelllinien
verwendet wurden, wurden durch Ko-Transfektion von einem Plasmid das die
Polymerase von MLV (murines leukemia virus) konstitutiv exprimiert sowie
einem Plasmid, das das G-Glyko-Hüllprotein des vesikulären Stomatitis-Virus
enthält und dem gewünschten Expressionsplasmid erzeugt.
293T-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer Zelldichte von
3x10
6 Zellen auf einer 10 cm-Platte ausgesät. Ein Mediumwechsel erfolgte 3
Stunden vor der Transfektion. Für jede 10 cm-Platte wurden 20 µg Gesamt-
DNA  eingesetzt.  Die  Gesamt-DNA  besteht  aus  10  µg  lentiviralem  oder
retroviralem  Vektor  mit  den  jeweiligen  Verpackungsplasmiden.  Für  die
lentiviralen Vektoren wurden die Verpackungsplasmide delta sp2 (6,5 µg) und
pHIT-G  (3,5  µg)  eingesetzt.  Für  die  retroviralen  Vektoren  wurden  die
Verpackungsplasmide pHIT-60 (6,5 µg) und pVSV-G (3,5 µg) benutzt. Der
Transfektionsansatz setzt sich zusammen aus DNA-Gemisch in 240 µl Wasser,
240 µl Lösung A und 480 µl Lösung B. Nach Zugabe der Lösung A wird der
Ansatz  zwei  Minuten  bei  Raumtemperatur  inkubiert,  bevor  anschließend
Lösung  B  bei  gleichzeitigem  Vortexen  zugegeben  wird.  Nach  30  Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Präzipitate auf die Zellen getropft.39
Die Kristalle wurden nach 16 Stunden Inkubation durch Waschen mit PBS
entfernt und die Zellen für weitere 24 Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden
wurde der Viruspartikel-enthaltende Kulturüberstand entfernt und sterilfiltriert.
Der Virusüberstand wurde entweder direkt zur Transduktion eingesetzt oder bei
-80°C gelagert.
2.5.1.5 Transduktion von Zellen
Retro- und lentivirale Transduktionen wurden gleichermaßen ausgeführt. Die zu
transduzierenden Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1x10
5 Zellen in einer
12-Lochplatte ausgesät. Das Volumen der Zellsuspension beträgt ca. 200-300
µl. Der aufgetaute und getiterte Virusüberstand wurde mit einer MOI (multiplicity
of infection) von 20 (L428, L1236) bzw. 30 (L540) zugegeben. Der Überstand
wurde zusätzlich mit 4 mg/ml Polybrene versetzt. Die Zugabe von Polybrene
fördert die Anheftung der Viruspartikel an die Zellen. Die Zellen wurden für 15
Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert und anschließend für vier Stunden bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Transduktionsansätze mit 1 ml frischem Medium
versehen  und  über  Nacht  weiterkultiviert.  Die  Bestimmung  der
Transduktionseffizienz erfolgte mittels FACS-Analyse.
2.5.1.6 Titerbestimmung
Zur Bestimmung der Virustiter, sowie der MOI (multiplicity of infection) wurden
1x10
5 293T-Zellen in einem Kulturvolumen von 500 µl in einer 24-Lochplatte
ausgesät.  Nach  Anheftung  der  Zellen  (ca.  24  Stunden  später)  wurde  der
Virusüberstand einmal 1/100 verdünnt (5 µl) und einmal 1/10 verdünnt (50 µl)
zugegeben. Der Ansatz wurde zusätzlich mit 4 mg/ ml Polybrene versetzt.
Nach 72 Stunden Inkubation bei 37°C wurde die Transduktionseffizienz mittels
FACS-Analyse bestimmt. Der Virustiter und die MOI wurden nach folgender
Formel (Stefan Stein, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt) errechnet:40
2 x10
5 293T-Zellen x (Prozentsatz der GFP positiven Zellen) x Verdünnung= Y x 10
5
    100
Y x 10
5 entspricht dem Titer.
Die  MOI  ergibt  sich  aus  dem  Quotienten  von  Virustiter  zu  Zellzahl  der
Zielzellen.
2.5.1.7 FACS (Fluorescence aquired cell sorting)-Analyse
Zur Bestimmung der Transduktionseffizienz wurde die Ko-Expression von GFP
(green fluorescent protein) von Zellen, die mit Lentiviren transduziert worden
waren, und die Ko-Expression von LNGFR (low affinity nerve growth factor
receptor) von Zellen, die mit Retroviren transduziert worden waren, gemessen.
Im Falle des GFP-Markers wurden die Zellen (1x10
5) 1x mit PBS gewaschen
und anschließend in 200 µl PBS resuspendiert. Die Detektion von GFP erfolgte
im FL1- Kanal des FACS-Calibur oder FACS-Scan (Beckton Dickinson).
Zur Detektion von LNGFR wurden die Zellen (1x10
5) 1x mit PBS gewaschen,
anschließend mit einem anti-LNGFR Antikörper (Cedarlane –Labs, 1:1000 in
200 µl PBS) für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
Waschen  wurden  die  Zellen  mit  dem  entsprechenden  FITC-gekoppelten
Antikörper (1:500 in 200 µl PBS) 10 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach erneutem Waschen und Resuspendieren in 200 µl PBS wurden die
LNGFR-positiven Zellen im FL1-Kanal des FACS-Calibur oder FACS-Scan
detektiert.
2.5.1.8 Vitalitätsbestimmung von Zellen
„Cell Titer Glo“ (Promega)
Zur Bestimmung der Vitalität von Zellen wurde der „Cell Titer Glo“-Kit von
Promega  verwendet.  In  diesem  Kit  wird  die  Vitalität  von  Zellen  durch
Bestimmung des ATP-Umsatzes als Zeichen metabolischer Aktivität ermittelt.41
Zu  diesem  Zweck  wurden  jeweils  1000  Zellen  pro  Vertiefung  in  eine  96-
Lochplatte ausgesät. Die Messung der Vitalitätsrate erfolgte entsprechend den
Herstellerangaben. Einzelne Messungen wurden in Triplikaten ausgeführt.
Bestimmung des BrdU (5-Bromo-2´-desoxyuridin)-Einbaus (Boehringer
Mannheim)
Lösungen:
-Fixierlösung:
4% (v/v) Formaldehyd in PBS
-Permeabilisierungslösung:
0,1% (v/v) Triton X-100 in 0,1% (w/v) Trinatriumcitratdihydrat pH 7,0
Moviol-Einbettlösung:
2,4 g Moviol mit 6 g Glycerin 1h rühren. Zugabe von 6 ml Wasser, 2h rühren. Zugabe
von 12 ml 0,2 M Tris-HCl, pH 8,5, 2h bei 50°C im Wasserbad rühren. Zentrifugation
5000g/15 Minuten, Lagerung bei -20°C.
1x10
5  Zellen  (transduziert  oder  als  Kontrolle  unbehandelt)  wurden  auf
Retronektin-  (50  µg/ml)  beschichteten  Deckgläschen  ausgesät.  Die
Beschichtung der Deckgläschen mit Retronektin ermöglicht die Haftung von
Suspensionszellen  an  den  Deckgläschen.  Nach  24  Stunden  wurden  die
Deckgläschen 1x mit PBS gewaschen und für 30 Minuten mit 1 ml Fixierlösung
bei Raumtemperatur behandelt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Zellen 20 Minuten auf Eis mit der  Permeabilisierungslösung (500 µl) behandelt.
Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit dem BrdU-Kit
von Boehringer, Mannheim nach Herstellerangaben gefärbt. In replizierenden
Zellen wird der BrdU- (5-Bromo-2´-desoxyuridin) Farbstoff eingebaut und die
Zellen erscheinen nach Anregung unter dem Fluoreszenzmikroskop (Nikon)
grün.42
2.5.1.9 Zellzyklusbestimmung
Lösungen:
-38 mM Natriumcitrat
-Propidiumjodidlösung (50 mg/ml)
500 µg/ml in 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
- 5 µg/ml RNase A
- 100% Ethanol, eiskalt
Eine  Zellzyklusbestimmung  ermöglicht  einen  quantitativen  Nachweis  von
apoptotischen  Zellen  (subG1-Phase)  in  einer  Zellpopulation.  Zur
Zellzyklusbestimmung  wurden  die  Zellen  zuerst  in  Ethanol  fixiert.  Diese
Ethanolbehandlung  ermöglicht  die  Aufnahme  des  DNA-Farbstoffes
Propidiumjodid in die Zellen. Dazu wurden ca. 1x10
6 Zellen in FACS-Röhrchen
überführt und 1x mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die resultierenden
Zellen durch tropfenweise Zugabe von 1 ml 100% eiskaltem Ethanol unter
ständigem Vortexen resuspendiert. Danach wurden die Zellen über Nacht bei
4°C  fixiert.  Der  Nachweis  der  einzelnen  Zellzyklusphasen  erfolgte  mittels
Propidiumjodidfärbung. Die fixierten Zellen wurden nach Zugabe von 1 ml 38
mM Natriumcitrat 10 Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des
Überstandes  wurden  die  Zellen  in  400  µl  38  mM  Natriumcitratlösung
resuspendiert und nach Zugabe von 5 µg/ml RNaseA (Roche) und 5 µg/ml
Propidiumjodidlösung  für  20  Minuten  bei  37°C  im  Dunkeln  inkubiert  und
anschließend im FACS-Calibur oder FACS-Scan im FL-2 Kanal analysiert.
2.5.2 Proteinbiochemische Methoden
Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Alle verwendeten Materialien
und Puffer wurden auf 4°C temperiert.
2.5.2.1 RIPA-Zellextrakte
Lösungen:
- RIPA-Puffer:
120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 1% Triton, 0,5% Deoxycholat, 0,1% SDS
- Phosphatase-Proteaseinhibitoren:43
1 mM Na3VO4, 10 µM NaP2O7, 1 mM Pefabloc, 0,1 mM Benzamidin, 0,1 mM DTT, 10
µg/ml Aprotinin, 10 µg/ml Pepstatin, 10 µg/ml Leupeptin
Die Extrakte wurden für Immunfärbungen (Western Blot-Analyse) verwendet.
Die Zellen wurden in kaltem PBS 2x gewaschen und in einem entsprechenden
Volumen (500 µl für eine 10 cm-Platte) RIPA-Puffer resuspendiert und 15
Minuten  auf  Eis  inkubiert.  Anschließend  wurden  die  Zelltrümmer  mittels
Zentrifigation (15 Minuten, 10.000 rpm, 4°C) entfernt, das Lysat in flüssigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
2.5.2.2. Detergenz-freie Gesamtzellextrakte (WCE)
Lösungen:
- WCE-Puffer:
20 mM Hepes/NaOH pH 7,9, 400 mM KCl, 20% (v/v) Glycerin, 0,1 M EDTA, 1,5 mM
MgCl2
- Phosphatase-Proteaseinhibitoren:
10 µM Na4P2O7, 250 µM Na3VO4, 10 µg/ml Aprotinin, 10 µg/ml Leupeptin, 10 µg/ml
Pepstatin, 1 mM Pefabloc, 1 µg/ml Pepstatin, 0,1 mM Benzamidin, 0,1 mM DTT
Die  Detergenz-freien  Gesamtzellextrakte  wurden  für
Gelretardierungsexperimente (EMSA) verwendet. Die  Zellen  wurden  2x  in
kaltem PBS gewaschen. Nach einer Zentrifugation (5 Minuten, 2500 rpm, 4°C)
wurde  das  Zellsediment  in  3-5  Volumen  (bezogen  auf  das  Zellsediment)
Lysepuffer resuspendiert. Die Zellen wurden durch dreimaliges Einfrieren in
flüssigem  Stickstoff  und  anschließendem  Auftauen  im  37°C-Wasserbad
aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden mittels Zentrifugation (10 Minuten,
12000 rpm, 4°C) abgetrennt und die Lysate in flüssigem Stickstoff eingefroren.
Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
2.5.2.3 Kalorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den verschiedenen Extrakten
wurde mit Hilfe eines BSA-Standards (10 mg/ml) eine Eichgerade erstellt
(Bradford, 1976). In einer 96-Lochplatte wurde BSA (bovine serum albumin) in
einem Konzentrationsbereich von 0-5 µg/µl in 150 µl Wasser vorgelegt. Von44
den zu bestimmenden Proteinextrakten wurde jeweils 1 µl zu 149 µl Wasser
pipettiert. Nach anschließender Zugabe von 30 µl BioRad-Farblösung wurden
die Proben nach fünf Minuten Inkubation bei einer Wellenlänge von 595 nm
photometrisch  vermessen.  Anhand  des  BSA-Standards  und  der  daraus
resultierenden  Regressionsgerade  wurde  die  Konzentration  der  einzelnen
Proben ermittelt.
2.5.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Lösungen:
- 4x Sammelgelpuffer: 
0,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS, pH 6,8
- 4x Trenngelpuffer:
1,5 M Tris-HCl, 0,4% SDS pH 8,8
- 10x SDS-Laufpuffer:
1,92 M Glycin, 0,248 M Tris-HCl, 10 g/l SDS
Gelzusammensetzung:
- 10% Trenngel:
5 ml 30% (w/v) Acrylamid
3,75 ml 4x Trenngelpuffer
6,25 ml Wasser
50 µl APS (100g/l)
10 µl TEMED
- 4% Sammelgel:
0,65 ml 30% (w/v) Acrylamid
1,25 ml 4x Sammelgelpuffer
3,05 ml Wasser
25 µl APS (100g/l)
5 µl TEMED
Für die elektrophoretische Auftrennung eines Proteingemisches nach dem
Molekulargewicht  (Laemmli,  1970)  wurde  das  mini-Protean  II
Gelelektrophoresesystem  von  BioRad,  München  verwendet.  Die
Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele erfolgte nach dem Protokoll
von  Sambrock  (1989).  Als  Laufpuffer  wurde  1x  SDS-Laufpuffer  (siehe
Lösungen 2.1.3) verwendet. Das zu untersuchende Proteingemisch wurde mit
4x SDS-Probenpuffer (siehe Lösungen 2.1.4) gemischt, fünf Minuten bei 95°C45
erhitzt  und  anschließend  in  die  Taschen  des  Sammelgels  geladen.  Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 70-120 Volt.
2.5.2.5 Western-Blot und Immunodetektion
Lösungen:
- Kathodenpuffer:
25 mM Tris/HCl pH 9,4, 40 mM ε-Capronsäure, 10 % (v/v) Methanol
- Anodenpuffer I:
300 mM Tris/HCl pH 10,4, 10% (v/v) Methanol
- Anodenpuffer II:
25 mM Tris/HCl pH 10,4, 10% (v/v) Methanol
- TBST:
10 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20
- Blockierlösung
2-5% (w/v) Magermilchlösung
Nach  der  elektrophoretischen  Auftrennung  der  Proben  wurde  das
Proteingemisch  mittels  Elektrotransfer  auf  eine  Membran  übertragen.  Zu
diesem Zweck wurde eine PVDF-Membran und Blottingpapiere von Schleicher
und  Schüll  verwendet.  Der  Proteintransfer  erfolgte  in  einem  Halb-
Trockenblotgerät (semi-dry) von PeqLab (Erlangen) mittels eines Puffersystems
bestehend  aus  Kathodenpuffer,  Anodenpuffer  I  und  Anodenpuffer  II.  Der
Transfer erfolgte über einen Zeitraum von einer Stunde bei 5 mA/cm
2. Der Blot
wurde wie folgt aufgebaut:
        Kathode
                                                     Anode
Nach erfolgtem Transfer der Proteine auf die Membran wurden die freien
Bindestellen mittels Blockierlösung in TBST abgedeckt. Zur Detektion der
einzelnen Proteine wurden die entsprechenden Antikörper jeweils über Nacht in
2-5  %  Magermilch  (in  TBST)  bei  4°C  inkubiert.  Durch  nachfolgende
Waschschritte (3 x 5 Minuten in TBST) wurden nicht gebundene Antikörper
entfernt.  Die  anschließende  Inkubation  mit  dem  Peroxidase-gekoppelten
3x Anodenpuffer 1
2x Anodenpuffer2
PVDF-Membran
Gel
4x Kathodenpuffer46
Zweitantikörper erfolgte für 1 Stunde bei Raumtemperatur ebenfalls in 5%
Magermilchlösung in TBST. Nach erneutem dreimaligem Waschen erfolgte die
Detektion mit Hilfe des ECL plus Western Blotting Detection Systems von
Amersham Biosciences. Die Signale wurden auf einem Röntgenfilm (Super RX,
Fuji Film) detektiert.
2.5.2.6 Entfernen gebundener Antikörper (Strippen) von Membranen
Lösungen:
- Strippinglösung:
62,5 mM Tris pH 6,7, 2% SDS, 1,8 % (v/v) β-Mercaptoethanol
An eine Membran gebundene Antikörper wurden durch Inkubation in 20 ml
Stripping-lösung   für eine Stunde bei Raumtemperatur entfernt. Vor erneuter
Antikörperzugabe  wurde  die  Membran  jeweils  10  Minuten  in  TBST  bei
Raumtemperatur gewaschen und erneut in 5% Magermilchlösung in TBST
blockiert.
2.5.2.7 Gelretardierungsanalyse (EMSA) (Yu et al., 1995; Garcia et al.,
1997)
Lösungen:
- Bindepuffer:
10 mM Hepes pH 7,9, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 10% (v/v) Glycerin, 1 mM DTT, 0,1
µg/µl poly(dI/dc), 0,5 µg/µl BSA
- natives 5% (v/v) Polyacrylamidgel:
26 ml H20, 815 µl 10xTBE, 1,65 ml 50% (v/v) Glycerin, 40% (39:1) Acrylamidlösung, 81
µl 30% APS, 18,8 µl TEMED
- 10x Inkubationspuffer:
100 mM Hepes (pH 7,9), 500 mM KCl, 10 mM EDTA
- Fixierlösung:
10% (v/v) Eisessig, 10% (v/v) Methanol
- 10x TBE:
890 mM Tris, 890 mM Borsäure, 20 mM EDTA, pH 8,0
Um die DNA-Bindefähigkeit von Proteinen zu testen wurden detergenzfreie
WCE-Extrakte verwendet. Die verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe
der  T4-Polynukleotid-Kinase  radioaktiv  markiert.  Hierzu  wurden  200  ng47
doppelsträngige  Oligonukleotide  mit  7,5  µl  γ
32-ATP,  3  µl  Polynukleotid-
Kinasepuffer  und  4  µl  T4-Polynukleotid-Kinase  für  eine  Stunde  bei  37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch 1 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 gestoppt und der
Reaktionsansatz auf 50 µl mit Wasser aufgefüllt. Um nicht eingebautes ATP
von der markierten Sonde zu trennen, wurden diese über Micro-Spin Säulen
von Amersham Pharmacia nach Herstellerangaben gereinigt. Das Endvolumen
wurde auf 200 µl eingestellt. Die Einbaurate der markierten Sonde wurde mit
Hilfe eines Szintilisationsgerätes bestimmt. Dazu wurde 1 µl Sonde mit 4 ml
Szintilisationscocktail vermischt. 5-8 µg Gesamtzellextrakt oder Kernextrakt
wurden mit 50000 cpm (counts per million) des markierten Oligonukleotides in
Bindepuffer  für  20  Minuten  inkubiert.  Um  die  Zusammensetzung  der
Protein/DNA-Komplexe zu bestimmen wurde noch ein spezifischer Antikörper
zu dem Bindungsansatz gegeben. Durch gebundene Antikörper ist die Mobilität
der Komplexe reduziert. Das Protein-DNA-Gemisch wurde anschließend über
ein natives 5% (v/v) Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte
mittels 0,25 x TBE-Laufpuffer bei 200 Volt. Nach dem Lauf wurde das Gel
fixiert, getrocknet (1 Stunde, 80°C auf Filterpapier) und über Nacht auf einem
Röntgenfilm mit Hilfe einer Verstärkerfolie bei -80°C exponiert.
2.5.2.8 Immunhistochemische Färbungen von HL-Biopsien
Die  immunhistochemischen  Färbungen  der  HL-Biopsien  wurden  von
technischen  Angestellten  in  der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Hansmann,
Universitätsklinikum  Frankfurt  am  Main  durchgeführt  und  von  Pathologen
ausgewertet. Die verwendeten Antikörper sind in Kapitel 2.1.6 aufgelistet.48
2.5.3 Arbeiten mit Nukleinsäuren und Klonierungstechniken
2.5.3.1 Präparation chemokompetenter Bakterien (Hanahan, 1983)
Lösungen:
- LB-Medium:
10 g/l Kasein, 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefextrakt in Wasser, autoklaviert
- Lösung 1:
150 mM RbCl2, 50 mM MnCl2, 30 mM CoAc, 10 mM CaCl2, 13% Glycerin, pH 5,8 steril-
filtriert, 4°C
- Lösung 2:
10 mM MOPS, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 13% Glycerin, pH 7,0, sterilfiltriert
500 ml einer DH5α-Kultur wurden in LB (Luria Bertani)-Medium bis zu einer OD
595 von 0,5 angezogen. Die Bakterienkultur wurde anschließend zentrifugiert (10
Minuten,  4°C,  2200  rpm)  und  in  17  ml  Lösung  1  resuspendiert.  Nach
wiederholter Zentrifugation (10 Minuten, 4°C, 2200 rpm) wurde das Sediment in
12,5 ml Lösung 2 resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde aliquotiert
(100 µl) und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80°C.
2.5.3.2 Transformation von Bakterien
Lösungen:
- LB-Medium:
10 g/l Kasein, 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefextrakt in Wasser, autoklaviert
100  µl  chemokompetente  DH5α-Kultur  wurden  auf  Eis  aufgetaut.  Die  zu
transformierende DNA (1 µg) wurde zu den Zellen gegeben, vermischt und 20
Minuten auf Eis inkubiert, um eine Anlagerung der DNA an die Zellen zu
ermöglichen. Anschließend wurden die Zellen für 1,5 Minuten im Wasserbad
bei 42°C und nachfolgend für 2 Minuten auf Eis inkubiert. Dieser Hitzeschock
erlaubt das Eindringen der DNA in die chemokompetenten Zellen. Danach
wurden die Zellen mit 500 µl LB-Medium versetzt und 1 Stunde auf einem
37°C-Schüttler inkubiert. Letztlich wurden die Zellen auf LB-Platten mit Zugabe
von  Ampicillin  (100  µg/ml),  zur  Selektionierung  der  gewünschten  Klone,
ausplattiert.49
2.5.3.3 Analytische Plasmidisolierung (Mini-Präparation)
Die Mini-Präparation von Plasmiden erfolgte basierend auf dem Prinzip der
alkalischen  Lyse  mit  anschließender  Butanol-Fällung  der  isolierten  DNA
(Birnboim, 1983). 1,5 ml einer über Nacht gewachsenen Bakterienkultur wurden
in Eppendorf-Gefäße überführt und zentrifugiert (10000 rpm, 30 Sekunden,
Raumtemperatur). Das geklärte Bakterienlysat wurde mit 1,5-fachen Volumen 6
M  Guanidinisothiocyanat  und  2-fachem  Volumen  Butanol  versetzt.  Durch
anschließende Zentrifugation (10 Minuten, 14000 rpm, Raumtemperatur) wurde
die DNA gefällt. Nach zusätzlichem Waschen in 70% Ethanol wurde die DNA
getrocknet und in 50 µl Wasser resuspendiert.
2.5.3.4 Präparative Plasmidisolierung (Maxi-Präparation)
Zur präparativen Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli DH5α wurde der DNA-
Maxi-Kit von Qiagen, Hilden verwendet.Die Gewinnung und Aufreinigung der
Plasmid-DNA  erfolgte  nach  Herstellerangaben.  Nach  entsprechenden
Reinigungsschritten  wurde  die  gewonnene  DNA  in  einer  entsprechenden
Menge Wasser resuspendiert.
2.5.3.5 Natriumacetat-Fällung von DNA
Die zu fällende DNA-Lösung wurde mit 1/10 Volumen Natriumacetat-Lösung (5
M  Natriumacetat)  und  2  Volumen  100%  eiskaltem  Ethanol  versetzt.  Das
Gemisch  wurde  2  Stunden  bei  -20  °C  inkubiert.  Durch  anschließende
Zentrifugation (4°C, 14000 rpm, 20 Minuten) sedimentierte die DNA. Diese
wurde nach zusätzlichem Waschen mit 70% Ethanol in einer entsprechenden
Menge Wasser resuspendiert.50
2.5.3.6 Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Bestimmung einer DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlänge von 260 nm. Hierbei entspricht 1 OD 260 nm = 50 µg DNA.
Der Gesamtgehalt an DNA errechnete sich wie folgt:
Gemessene OD 260 nm x Verdünnungsfaktor x 50 = µg DNA/ml
2.5.3.7 Restriktionsverdau mit Endonukleasen
Zur Restriktion von Plasmid-DNA wurde 1-5 µg DNA mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym und zugehörigen Puffer nach Herstellerangaben (Puffer,
Units Enzym, optimale Temperatur, Inkubationszeit) verdaut.
2.5.3.8 Ligation von DNA-Fragmenten
Zur Ligation von DNA-Fragmenten in Vektor-DNA wurde die T4-DNA-Ligase
und der Ligasepuffer der Firma New Endland Biolabs (NEB), Schwalbach
benutzt.  Die  T4-DNA-Ligase  ermöglicht  die  Bildung  von  Phosphodiester-
Brücken zwischen einer 5´-Phosphatgruppe und einer freien 3´-OH-Gruppe
doppelsträngiger DNA. Die Ligation erfolgte in einem Endvolumen von 10 µl
nach Herstellerangaben über Nacht bei 16°C.
2.5.3.9 5´-Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten (CIP)
Um eine Selbstligation von linearisierten Plasmiden zu verhindern wurden die
5´-Enden  der  Plasmide  mit  alkalischer  Phosphatase  (CIP:  calf  intestine
phosphatase) dephosphoryliert. Nach dem Restriktionsverdau wurden ohne
Aufreinigung 0,5 Units alkalische Phosphatase pro µg DNA zugegeben und 1
Stunde bei 37°C inkubiert.51
2.5.3.10 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten
Um  die  Ligation  zu  ermöglichen  wurden  die  überhängenden  Enden  der
Fragmente oder die siRNA-Oligonukleotide mit Hilfe der Enzymaktivität der T4-
Polynukleotidkinase phosphoryliert. Diese Reaktion wurde entsprechend den
Herstellerangaben  (NEB,  Schwalbach)  unter  Zugabe  von  2  mM  ATP
durchgeführt.
2.5.3.11 Auffüllen von 3´-Enden von DNA-Fragmenten mittels Klenow
Zum Auffüllen von 3´- DNA-Enden wurde das Enzym Klenow verwendet. Bei
diesem Enzym handelt es sich um das große Fragment der DNA-Polymerase I
aus E. coli.
Die  Reaktion  wurde  angewandt  um  die  Ligation  in  Vektoren  ohne
überhängende  Enden  (blunt  ends)  zu  ermöglichen.  Die  Reaktion  wurde
entsprechend den Herstellerangaben (NEB, Schwalbach) durchgeführt.
2.5.3.12 Hybridisierung von komplementären einzelsträngigen DNAs
Lösungen:
- Annealingpuffer:
100 mM Kaliumacetat, 30 mM Hepes-KOH (pH 7,4), 2 mM Magnesiumacetat
Komplementäre  DNA-Einzelstränge  (Oligonukleotide  zur  Klonierung  von
siRNAs)  wurden  im  Verhältnis  1:1  (10  µmol)  in  Annealingpuffer  (30  µl)
gemischt. Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 50 µl. Das DNA-
Gemisch wurde 5 Minuten bei 95°C erhitzt und anschließend in einem heißen
Wasserbad  auf  Raumtemperatur  abgekühlt.  Die  hybridisierte  DNA  wurde
entweder direkt in die entsprechenden Vektoren (pSuper) ligiert oder bei -20°C
gelagert.52
2.5.3.13 Agarose-Gelelektrophorese
Lösungen:
- 10x TAE:
400 mM Tris/Essigsäure, 10 mM EDTA, pH 8,0
- Agarosegel:
1% (w/v) Agarose in 1x TAE, 2 µg/µl Ethidiumbromid
- 10x Probenpuffer:
25% (w/v) Ficoll, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol
Zur  Analyse  der  Größe  von  DNA-Fragmenten  wurde  die  Agarose-
Gelelektrophorese durchgeführt. Je nach Größe der DNA-Fragmente wurden
0,8 bis 1,2 % (w/v) 1x TAE-gepufferte Agarosegele verwendet. Als Laufpuffer
für Agarosegele wurde 1x TAE verwendet. Um die Detektion der einzelnen
DNA-Fragmente zu ermöglichen wurden die Agarosegele vor dem Gießen mit 2
µg/µl Ethidiumbromid versetzt. Dieser Farbstoff interkaliert in die DNA-Struktur
und erlaubt die Visualisierung der DNA auf einem UV-Transilluminator. Die
DNA-Proben wurden mit 10x Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen
geladen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 70-120 Volt. Als
Größenstandard wurde der 1 kb+ Marker benutzt.
2.5.3.14 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Zur  Elution  von  DNA-Fragmenten  aus  Agarosegelen  wurde  der
Gelextraktionskit (Qiaquick) von Qiagen, Hilden verwendet.
2.5.3.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zur spezifischen Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-
Kettenreaktion  benutzt.  Die  Reaktion  wurde  mit  Hilfe  spezifischer
Oligonukleotid- Primerpaare und der thermostabilen DNA-Polymerase (z.B. von
Thermus aquaticus, Taq-Polymerase) durchgeführt. Eine Standard-PCR wurde
wie folgt angesetzt: 100 ng der Template-DNA wurden mit je 10 pmol der
beiden Primer, 5 µl des entsprechenden 10x Puffers und 1 µl eines 10 mM
dNTP-Gemisches  vermischt.  Das  Gesamtvolumen  einer  solchen  Reaktion53
betrug 50 µl. Die Reaktion erfolgte in einer T-Gradient-PCR-Maschine von
Whatman Biometra, Göttingen. Nach einer 4-minütigen Inkubation bei 95°C
wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 Units Vent-DNA-Polymerase (NEB,
Schwalbach) gestartet. Zur Amplifikation folgten 25-30 Zyklen mit: Denaturieren
bei 95°C für 20 Sekunden, Hybridisieren bei 50-60°C (je nach Primerpaar) für
30 Sekunden und Synthese bei 72°C für 1 Minute pro 1 kb Amplifikat.
2.5.3.16 RNA-Isolation aus Säugerzellen
Lösungen:
-DEPC-Wasser:
0,2 % (v/v) DEPC in Wasser
Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte mittels Trifast  der Firma Peqlab,
Erlangen  und  des  RNeasy-Kits  der  Firma  Qiagen,  Hilden  nach
Herstellerangaben. Die Elution der RNA erfolgte in DEPC-Wasser.
2.5.3.17 Konzentrationsbestimmung von RNA
Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte photometrisch. Dazu wurde 1
µl Gesamt-RNA 1/100 in DEPC-Wasser verdünnt und in einer Quarzküvette
gemessen. Die Extinktion (optische Dichte OD) wurde bei 260 nm bestimmt.
Dabei entspricht 1 OD 260 nm = 33 µg/ml einzelsträngiger RNA.
2.5.3.18 Reverse Transkription von RNA (RT-PCR)
Alle Arbeiten mit RNA wurden auf Eis durchgeführt. Die reverse Transkription
der RNA wurde mit Hilfe des Omniskript Reverse Transkriptase Kits der Firma
Qiagen,  Hilden  durchgeführt.  Zum  Umschreiben  von  RNA  in  ein
doppelsträngiges RNA-DNA-Molekül wurden 2 µg der isolierten Gesamt-RNA
mit 200 ng Hexamer-Primern, 4 Units Omniskript Reverse Transkriptase, 10
Units RNase-Inhibitor (RNasin) in 1x RT-Puffer (Qiagen, Hilden) gemischt. Das54
Gesamtvolumen der Reaktion betrug 20 µl. Folgendes PCR-Programm wurde
zur Amplifikation eingesetzt: 1 Stunde 37°C, 5 Minuten 93°C (Hitzeinaktivierung
des Enzyms).
2.5.3.19  Quantitative  RT-PCR  (iCycler  iQ  Multi-Color  Real  Time  PCR
Detection System)
1-5 µl eines RT-PCR-Ansatzes wurden in einer PCR-Reaktion mit spezifischen
Primern eingesetzt. Um Schwankungen zu kompensieren wurden alle Ansätze
in Triplikaten durchgeführt. Zur Transkriptquantifizierung wurde das iCycler
Multi-Color Real Time PCR-Detektionssystem (Biorad), sowie der Absolute
QPCR SYBR Green Mix (Abgene) verwendet.
2.5.3.20 Auswertung der Real-Time PCR
Die im iCycler gemessenen Daten wurden mit Hilfe der ΔCT-Methode (Biorad)
ausgewertet. Dabei wird der erhaltene CT-Wert des regulierten Gens (GOI=
gene of interest) mit dem CT-Wert eines nicht-regulierten Gens (HKG= house
keeping gene) (z.B. 18S) nach folgender Formel errechnet um den relativen
Expressionslevel zu bestimmen.
Relative Expression = 2 
–(SΔCT-CΔCT)
ΔCT:                Differenz der CT-Werte von reguliertem Gen (GOI) zu nicht-
                      reguliertem Gen (HGK). (GOI CT – HKG CT)
SΔCT - CΔCT: Differenz zwischen den regulierten Proben ΔCT (SΔCT) und der
                      Kontrolle ΔCT(CΔCT)55
2.5.3.21 Mircoarray-Analyse
Zur  Identifizierung  eines  komplexen  Genexpressionsmusters  wurde  in
Kooperation  mit  der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Hansmann,  Pathologie,
Universitätsklinikum, Frankfurt am Main, eine Microarray-Analyse durchgeführt.
Dazu wurde der „Human Genome Survey Microarray V2.0“ der Firma Applied
Biosystems verwendet. Auf diesem Chip der zweiten Generation sind 32.878
Proben hybridisiert, die 29.098 Gene repräsentieren. Um eine größtmögliche
Zuverlässigkeit der Daten zu erlangen wurde jede Probe auf zwei unabhängige
Chips hybridisiert. Für die Analyse wurden 5 µg Gesamt-RNA (Rneasy-Kit)
isoliert  und  aufgearbeitet.  Die  Proben  wurden  entsprechend  den
Herstellerangaben (Applied Biosystems) amplifiziert, markiert und in cDNA
umgeschrieben. Anschließend wurden die Arrays prozessiert. Die Auswertung
der Microarray-Analysen erfolgte durch Bioinfomatiker in der Gruppe von Prof.
Hansmann.56
3 Ergebnisse
3.1  Die  Bedeutung  der  STAT-Proteine  für  das  klassische
Hodgkin-Lymphom
3.1.1 Aktivierungsmuster von STAT-Proteinen in verschiedenen Zelllinien
des klassischen Hodgkin-Lymphoms
Die  Aktivierung  verschiedener  Proteine  der  STAT  Familie,  unter  anderem
STAT1, STAT3 und STAT6, wurde bereits für einige Zelllinien des klassischen
Hodgkin-Lymphoms (HL) sowie für Hodgkin-Lymphom-Biopsien beschrieben
(Kapp et al., 1999; Skinnider et al., 2001b; Kube et al., 2001; Skinnider et al.,
2002b).  Dennoch  bleibt  die  Rolle  des  JAK/STAT-Signalweges  bei  der
Entstehung des malignen Phänotyps unklar.
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bedeutung einzelner STAT-Proteine für die
Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms zu analysieren. Zu diesem Zweck wurde
die Aktivierung von STAT1, 3, 5 und 6 in fünf verschiedenen Zelllinien des
Hodgkin-Lymphoms untersucht. Die verwendeten HL-Zelllinien lassen sich
aufgrund von pathologischen Aspekten unterteilen in nodulär sklerotisierend
(L428, L540, HDLM2) und gemischtzellig (L1236, KMH2) (Kuppers et al., 2005).
Die  verwendeten  Zelllinien  sind  bis  auf  eine  Ausnahme  B-Zellursprungs
(HDLM2).  Für  die  HDLM2-Zelllinie  wird  ein  T-Zellursprung  angenommen
(Drexler et al., 1986).
Die  Aktivierung  von  STAT1,  3,  5  und  6  wurde  zunächst  mit  Hilfe  von
Gelretardierungsexperimenten (EMSA) untersucht. Bei dieser Methodik wird die
DNA-Bindung  einzelner  STAT-Moleküle  an  konservierte  DNA-Sequenzen
(Bindestellen)  untersucht.  DNA-Bindung  von  STAT-Molekülen  ist  nur  im
aktivierten Zustand, d.h. phosphoryliert möglich. Um die Aktivierung von STAT1
und STAT3 zu bestimmen wurde ein Bindungselement aus dem c-fos-Promotor
(hSIE) verwendet. Diese Sequenz wird sowohl von STAT1, als auch von STAT3
gebunden. Die Zusammensetzung der einzelnen DNA-Protein-Komplexe wurde
mit spezifischen Antikörpern gegen einzelne STAT-Proteine bestimmt. Die
Bindung eines spezifischen Antikörpers resultiert in einer verringerten Mobilität
des DNA-Protein-Komplexes. Abbildung 3.1.1-1 zeigt die DNA-Bindung von57
STAT1 und STAT3 in den verschiedenen HL-Zelllinien. Konstitutiv aktives
STAT3 konnte in L428-, L540- und HDLM2-Zellen und in geringen Mengen in
L1236-Zellen detektiert werden. Das Gelretardierungsexperiment erlaubt des
Weiteren Rückschlüsse über die Dimerbildung. STAT3/3-Homodimere werden
ausschließlich  durch  Zugabe  eines  STAT3-Antikörpers  in  ihrer  Mobilität
verlangsamt. Bei STAT1/3-Heterodimeren bewirkt sowohl die Zugabe eines
STAT1- oder eines STAT3-Antikörpers eine geringere Mobilität des Komplexes.
Der Komplex aus STAT1/1-Homodimeren hat die größte Mobilität und wird
durch Zugabe eines STAT1-Antikörpers im Gel zurückgehalten. Der Komplex
aus  STAT1/3-Heterodimeren  läuft  zwischen  den  STAT1/1-  und  STAT3/3-
Homodimeren. In den L428-Zellen, sowie den L540- und HDLM2-Zellen ist der
Hauptkomplex hauptsächlich aus STAT3/3-Homodimeren und nur zu einem
geringen  Anteil  aus  STAT1/3-Heterodimeren  zusammengesetzt.  Der
Hauptkomplex in den L1236-Zellen besteht aus STAT1/1-Homodimeren, sowie
einem geringeren Anteil aus STAT1/3-Heterodimeren. In den KMH2-Zellen
konnte  weder  konstitutiv  aktives  STAT1  noch  STAT3  im  EMSA  detektiert
werden (Abbildung 3.1.1-1).
Abbildung 3.1.1-1 STAT1/STAT3-DNA-Bindung in HL-Zelllinien
Gesamtzellextrakte (8µg WCE) der verschiedenen HL-Zelllinien wurden mit einem radioaktiv
markierten DNA-Bindungselement des c-fos-Promotors (hSIE) inkubiert und anschließend über
ein natives Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Konsensussequenz des hSIE-Elementes erlaubt
die Bindung von aktiviertem STAT1 und STAT3. Die Zusammensetzung der Komplexe wurde
durch  Inkubation  mit  spezifischen  Antikörpern  (AB)  bestimmt  (wie  angezeigt).  Die
unterschiedliche Dimerbildung ist durch Pfeile gekennzeichnet. Zugabe eines spezifischen
Antikörpers resultiert in einem Komplex mit geringerer Mobilität (s.shift).
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Zur Untersuchung der STAT5/DNA-Bindung in den verschiedenen HL-Zelllinien
wurde ein radioaktiv markiertes Bindungselement aus dem β-Kasein-Promotor
verwendet (Abbildung 3.1.1-2). Nach Inkubation von Gesamtzellextrakten mit
dem radioaktiven β-Kasein-Promotorelement ist auf dem Autoradiogramm ein
distinkter DNA-Potein-Komplex zu erkennen. In den L428- und L1236-Zellen
wurde dieser DNA-Protein-Komplex weder durch einen STAT5A-, noch durch
einen  STAT5B-  Antikörper  zurückgehalten.  Da  das  Bindungselement  eine
Konsensussequenz enthält, an die sowohl STAT5, als auch STAT6 binden
kann, wurden die Proben zusätzlich mit einem STAT6-Antikörper inkubiert.
Dabei zeigte sich, dass der DNA-Protein-Komplex in den L428- und L1236-
Zellen ausschließlich aus STAT6 bestand. In den L540-Zellen bestand der
Komplex aus STAT5A, STAT5B und STAT6.
Hauptbestandteil des Komplexes in den HDLM2-Zellen war STAT5B. Er enthielt
aber auch in geringeren Mengen STAT5A, sowie STAT6. In den KMH2-Zellen
konnte keine STAT5-Bindung detektiert werden.
Abbildung 3.1.1-2 STAT5/DNA-Bindung von HL-Zelllinien
8µg  Gesamtzellextrakt  (WCE)  der  verschiedenen  Zelllinien  wurden  mit  einem  radioaktiv
markierten  DNA-Bindungselement  aus  dem  β-Kasein-Promotor inkubiert und anschließend
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Konsensussequenz erlaubt die Bindung von STAT5 und
STAT6.  Die  Zusammensetzung  der  Komplexe  wurde  durch  Zugabe  von  spezifischen
Antikörpern (AB) bestimmt. Zugabe eines spezifischen Antikörpers resultiert in einem Komplex
mit geringerer Mobilität (s.shift).
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Zur spezifischen Untersuchung der STAT6/DNA-Bindung wurde eine Sequenz
aus dem Cε-Keimbahn-Promotor verwendet (Abbildung 3.1.1-3). Vergleichbare
Mengen an konstitutiv aktivem STAT6 bestätigten sich in L428- und L1236-
Zellen. Weniger STAT6-Bindung war in L540- und HDLM2-Zellen detektierbar.
In den KMH2-Zellen konnte kein konstitutiv aktives STAT6 identifiziert werden.
Abbildung 3.1.1-3 STAT6/DNA-Bindung von HL-Zelllinien
8µg  Gesamtzellextrakt  (WCE)  der  verschiedenen  Zelllinien  wurden  mit  einem  radioaktiv
markierten DNA-Bindungselement aus dem Cε-Keimbahn-Promotor inkubiert und anschließend
elektrophoretisch  aufgetrennt.  Die  Zusammensetzung  des  DNA-Protein-Komplexes  wurde
durch  die  Zugabe  eines  spezifischen  STAT6-Antikörpers  (AB)  bestimmt.  Zugabe  eines
spezifischen Antikörpers resultiert in einem Komplex mit geringerer Mobilität (s.shift).
Zur Validierung der Ergebnisse aus den Gelretardierungsexperimenten wurde
eine SDS-Gelelektrophorese mit anschließendem Western Blot mit spezifischen
Antikörpern durchgeführt. Der Nachweis aktivierter STAT-Moleküle erfolgte mit
Antikörpern, die speziell die phosphorylierte Form erkennen. Die Ergebnisse
dieser Immunfärbungen mit Gesamtzellextrakten (RIPA) der verschiedenen HL-
Zelllinien sind in Abbildung 3.1.1-4 dargestellt.
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Abbildung 3.1.1-4 STAT-Aktivierung von HL-Zelllinien im Western Blot
60 µg RIPA-Extrakt der verschiedenen HL-Zelllinien wurden elektrophoretisch aufgetrennt und
die STAT-Proteine mit spezifischen Antikörpern, die entweder nur die phosphorylierte Form
(pSTAT)  oder  die  Gesamtmenge  an  STAT-Protein  (STAT)  erkennen,  detektiert.  Als
Ladekontrolle wurde β-Aktin verwendet.
Vergleichbare Mengen STAT5A, STAT5B und STAT6 wurden in allen fünf HL-
Zelllinien  detektiert.  Große  Mengen  an  konstitutiv  aktivem  STAT3α und β
wurden in L428-, HDLM2- und vor allem in L540-Zellen nachgewiesen. Eine
geringe Menge phosphoryliertes STAT3 wurde in den KMH2-Zellen detektiert.
Entsprechend  den  Ergebnissen  der  Gelretardierungsexperimente  wurde
phosphoryliertes STAT1 nur in L1236-Zellen detektiert, obwohl die HDLM2-
Zellen insgesamt die größte Menge Gesamt-STAT1 besaßen. Große Mengen
phosphoryliertes  STAT5  waren  in  L540-,  sowie  in  HDLM2-Zellen  und  in
geringeren Mengen in L428-Zellen nachweisbar. Der Aktivierungsstatus von
STAT6 war in L428-, L1236- und HDLM2-Zellen vergleichbar, obwohl die
HDLM2-Zellen weniger Gesamt-STAT6 aufwiesen als L428- und L1236-Zellen.
In den L540-Zellen waren in der Immunfärbung mit einem Phospho-STAT6-
Antikörper größere Mengen an phosphoryliertem STAT6 detektierbar, obwohl
nur eine geringe STAT6/DNA-Bindung im EMSA detektiert wurde.
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Entsprechend den Gelretardierungsexperimenten wurde kein konstitutiv aktives
STAT1, 5 oder 6 in den KMH2-Zellen gefunden. Zusammenfassend lässt sich
damit feststellen, dass HL-Zelllinien unterschiedlich aktivierte STATs haben.
3.1.2  Hemmung  der  STAT-Aktivierung  mit  Hilfe  von  synthetischen
Inhibitoren
Um den Mechanismus der Aktivierung von einzelnen STAT-Molekülen, sowie
deren Bedeutung für die HL-Zelllinien, genauer zu untersuchen wurden zwei
verschiedene synthetische JAK-Kinaseinhibitoren eingesetzt. Der sehr gut
charakterisierte JAK2-Inhibitor AG490 (Tocris), ein Tyrphostin, wurde bereits
erfolgreich zur Hemmung von konstitutiv aktivem STAT3 in verschiedenen
Zellsystemen  eingesetzt  (Meydan et al., 1996; Catlett-Falcone et al., 1999;
Burke et al.,  2001;  Kube et al.,  2001).  Der  zweite  verwendete  Inhibitor,
Cucurbitacin I (Roth) wird als spezifischer JAK2-Inhibitor beschrieben, der nicht
JAK1-, SRC-, JNK-, AKT- oder ERK-Kinasen beeinflussen soll (Blaskovich et
al., 2003). Der Effekt der beiden Substanzen auf die Aktivierung der einzelnen
STAT-Proteine wurde zunächst in Gelretardierungsexperimenten untersucht
(Abbildung 3.1.2-5 A, B). Dazu wurden die zu testenden Zelllinien für 24
Stunden mit 100 µM AG490 und 10 µM Cucurbitacin I behandelt. Als Kontrolle
wurden die Zellen mit Ethanol, dem Lösungsmittel der beiden Inhibitoren,
behandelt. Bei diesem Experiment wurden nur solche Zelllinien verwendet in
denen STAT-Proteine aktiviert vorlagen (siehe Abbildung 3.1.1-1). EMSA-
Experimente  mit  radioaktiv  markiertem  STAT1/3-Bindungselement  (hSIE)
(Abbildung 3.1.2-5, A) zeigten, dass Tyrphostin AG490 ein potenter Inhibitor der
STAT3/DNA-Bindung in L428- und L540-Zellen ist. Weniger effizient blockierte
AG490 die STAT3/DNA-Bindung in HDLM2-Zellen. Die STAT1/DNA-Bindung in
L1236-Zellen blieb völlig unverändert. Cucurbitacin I hemmte die STAT3/DNA-
Binding in L428-Zellen leicht und verhinderte die STAT3/DNA-Bindung in L540-
und HDLM2-Zellen vollständig. Ebenso wurde die STAT1/DNA-Bindung in den
L1236-Zellen komplett gehemmt.62
Gelretardierungsexperimente  mit  radioaktiv  markiertem  STAT6-
Bindungselement  (Cε-Keimbahn)  zeigten,  dass  sowohl  AG490,  als  auch
Cucurbitacin I die DNA-Bindung von STAT6 in den verschiedenen HL-Zelllinien
inhibierten (Abbildung 3.1.2-5 B). Die Hemmung der STAT6/DNA-Bindung
durch Cucurbitacin I war in allen vier Zelllinien vergleichbar. Tyrphostin AG490
hemmte die STAT6/DNA-Bindung am stärksten in L1236-, L540- und HDLM2-
Zellen und am schwächsten in L428-Zellen. Daraus lässt sich schlussfolgern,
dass  unterschiedlich  sensitive  Aktivierungswege  der  STATs  in  den
verschiedenen Zelllinien vorliegen.
A
B
Abbildung 3.1.2-5 Hemmung der STAT-Aktivierung mit synthetischen
Inhibitoren
HL-Zelllinien wurden mit 100 µM AG490, 10µM Cucurbitacin I oder Ethanol als Kontrolle für 24
Stunden inkubiert. Gesamtzellextrakte (WCE) der verschieden behandelten Zellen wurde mit
einem radiaoktiv markierten DNA-Element aus dem c-fos-Promotor (hSIE) inkubiert, um die
STAT1/STAT3-Bindung (A) zu untersuchen oder mit einem radioaktiv markierten Element aus
dem Cε-Keimbahn-Promotor, um die STAT6/DNA-Bindung (B) zu untersuchen.
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Zur Bestätigung der EMSA-Ergebnisse wurde die Phosphorylierung und damit
der  Aktivierungsstatus  der  verschiedenen  STAT-Proteine  in  der  SDS-
Gelelektrophorese mit anschließender Immunfärbung überprüft. Der Nachweis
einzelner  aktivierter  STAT-Moleküle  erfolgte  mit  spezifischen  Phospho-
Antikörpern,  die  speziell  gegen  die  aktivierte  Form  gerichtet  sind.  Als
Ladekontrolle wurde β-Aktin verwendet (Abbildung 3.1.2-6).
A       B
Abbildung  3.1.2-6  Nachweis  der  Hemmung  der  STAT-Aktivierung  im
Western Blot
HL-Zelllinien wurden für 24 Stunden mit den Inhibitoren AG490 (100µM) und Cucurbitacin I (10
µM) behandelt. Als Kontrolle wurden Zellen mit Ethanol (EtOH), dem Lösungsmittel der beiden
Substanzen behandelt. Nach der Inkubation wurden RIPA-Extrakte hergestellt und jeweils 60
µg elektrophoretisch aufgetrennt. Für die anschließende Immunfärbung wurden Antikörper
verwendet, die spezifisch die aktivierte/phosphorylierte Form der einzelnen STAT-Proteine
(pSTAT) erkennen. Als Ladekontrolle wurde β-Aktin verwendet. Die HL-Zelllinien L428 und
L1236 sind in (A) dargestellt, die Ergebnisse für die HL-Zelllinien L540 und HDLM2 sind in (B)
dargestellt.
Die Immunfärbungen zeigten, dass beide Inhibitoren die Phosphorylierung von
STAT3, STAT5 und STAT6 in allen vier Zelllinien hemmten. Im Gegensatz zu
den EMSA-Experimenten inhibierte Cucurbitacin I die Phosphorylierung von
STAT3 in L428-Zellen vollständig. In L1236-Zellen hemmte AG490 und nicht
wie im Gelretardierungsexperiment Cucurbitacin I die STAT1-Aktivierung. Dies
könnte darauf hinweisen, dass die DNA-Bindung nicht zwangsläufig von der
Phosphorylierung des STAT1-Moleküls abhängt. Eine konstitutive Aktivierung
der STATs ist meist die Folge von deregulierten übergeordneten Rezeptor-
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Tyrosinkinasen, wie z.B EGFR-Tyrosinkinasen oder anderen zellulären Kinasen
(z.B.  SRC)  (Sternberg et al., 2004). Verantwortlich für die Aktivierung von
STAT-Molekülen ist aber auch häufig die JAK2-Kinase. Aus diesem   Grund
wurde der Aktivierungsstatus der JAK2–Kinase mittels Immunfärbung mit einem
Phospho-JAK2-spezifischen  Antikörper  getestet.  In  L428-Zellen  und  in
geringerem Maße auch in HDLM2-Zellen konnte die aktivierte Form der JAK2-
Kinase detektiert werden. In diesen beiden Zelllinien könnte die JAK2-Kinase
für die Aktivierung von STAT3, 5 und 6 verantwortlich sein. Die Aktivierung der
JAK2-Kinase wurde in diesen Zelllinien durch beide Inhibitoren gehemmt.
Welche Kinase für die Aktivierung der STATs in den anderen HL-Zelllinien
verantwortlich  ist,  ist  noch  nicht  geklärt.  Jedoch  wurden  im  klassischen
Hodgkin-Lymphom eine große Anzahl Tyrosin-Kinasen exprimiert (Renne et al.,
2005).
3.1.2.1 Einfluss von AG490 und Cucurbitacin I auf die Proliferation von
HL-Zelllinien
Um den Einfluss der Hemmung der STAT-Moleküle auf die Proliferation von
HL-Zelllinien  zu  untersuchen,  wurde  ein  auf  Lumineszenz-basierendes
Messsystem (Cell Titer Glo, Promega) verwendet. Bei diesem Messsystem wird
der ATP-Umsatz basierend auf metabolischer Aktivität der Zellen bestimmt und
mit der Proliferation der Zellen korreliert. Das heißt je größer der ATP-Umsatz,
desto höher die metabolische Aktivität und damit die Proliferation der Zellen.
Die Vitalität wird graphisch als RLU (relative light units) dargestellt. Es wurden
jeweils  1000  Zellen  pro  Vertiefung  in  96-Lochplatten  ausgesät  und  in
Gegenwart von AG490 (100 µM) und Cucurbitacin I (10 µM) für fünf Tage
kultiviert. Als Kontrolle wurden Zellen mit Ethanol behandelt. Die graphische
Auswertung der Messwerte in Abbildung 3.1.2.1-7 zeigt sehr deutlich, dass die
Proliferation der vier getesteten Zelllinien bereits nach drei bis vier Tagen
Behandlung sinkt. Die Vitalität der L1236-, L540- und HDLM2-Zellen sinkt nach
vier Tagen unter den Ausgangspunkt des ersten Tages (Abbildung 3.1.2.1-7, B,65
C, D). Die Proliferation der L428-Zellen geht wieder auf den Ausgangswert
zurück (Abbildung 3.1.2.1-7, A).
Abbildung  3.1.2.1-7  Einfluss  von  AG490  und  Cucurbitacin  I  auf  die
Proliferation von HL-Zelllinien
Der Einfluss der Inhibitoren auf die Proliferation wurde mit einem auf Lumineszenz-basierenden
Assay (Cell Titer Glo, Promega) untersucht. Dazu wurden 1000 Zellen pro Vertiefung (L428 (A),
L1236 (B), L540 (C), HDLM2 (D)) ausgesät und über einen Zeitraum von fünf Tagen mit AG490
(100 µM), Cucurbitacin I (10 µM) oder Ethanol (EtOH) behandelt. Die Proliferation der Zellen
wird  aus  dem  Umsatz  an  ATP  als  Indikator  für  metabolische  Aktivität  ermittelt.  Die
Standardabweichung wurde aus drei Einzelwerten ermittelt.
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3.1.2.2 Einfluss von AG490 und Cucurbitacin I auf den Zellzyklus von HL-
Zelllinien
Ein konstanter oder rückläufiger ATP-Umsatz lässt keine Rückschlüsse zu, ob
die Zellen in ihrem Wachstum arretiert sind oder sogar absterben. Um dies zu
unterscheiden wurde eine Zellzyklusanalyse durchgeführt. Dazu wurden die
Zellen mit den beiden Inhibitoren AG490 (100µM), Cucurbitacin I (10µM) oder
Ethanol  als  Kontrolle  für  24  und  72  Stunden  inkubiert,  danach  für  eine
Zellzyklusanalyse fixiert und mit Propidiumjodid angefärbt. Diese DNA-Färbung
ermöglicht mittels einer FACS-Analyse (Fluorescence aquired cell sorting) die
Bestimmung  der  Absterberate  basierend  auf  der  Anzahl  an  Zellen  in  der
subG1-Phase des Zellzyklus sowie die Detektion eines Zellzyklusarrestes. Ein
Zellzyklusprofil erfasst den DNA-Gehalt einer Gesamtzellpopulation und lässt
sich in vier Phasen einteilen: G0/G1-Phase, S-Phase, G2/M-Phase und subG1-
Phase. Eine proliferierende Zellpopulation ist gekennzeichnet durch einen
gewissen Anteil an Zellen in der G0/G1-Phase (Ruhephase, quiescent). Aktiv
teilende  Zellen  befinden  sich  in  der  G2/M-Phase  (Mitose).  Die  S-Phase
(Synthese) umfasst Zellen, die gerade ihren DNA-Gehalt verdoppeln und sich
kurz vor der Mitose befinden. Der Anteil an Zellen mit fragmentierter DNA, d.h.
die Menge an toten Zellen, wird im subG1-Bereich erfasst. Diese Methode
ermöglicht damit die Bestimmung von Zellzyklusarrest und Zelltod.
Tabelle 3.1.2.2-1 zeigt eine Zusammenfassung der durchgeführten FACS-
Messungen.  Die  gezeigten  Werte  sind  repräsentativ  für  drei  unabhängige
Experimente. Die Behandlung mit Cucurbitacin I für 72 Stunden führte zu einer
deutlichen Erhöhung der Anzahl von Zellen mit fragmentierter DNA (subG1-
Phase)  in  allen  vier  Zelllinien  (Tabelle  3.1.2.2-1,  A-D).  In  den  L540-  und
HDLM2-Zellen ist der Anteil sterbender Zellen (subG1-Phase) bereits nach 24
Stunden Behandlung mit Cucurbitacin I deutlich erhöht (Tabelle 3.1.2.2-1, C,
D). Eine Behandlung der L428-und L1236-Zellen mit Cucurbitacin I für 24
Stunden beeinflusst den Zellzyklus kaum (Tabelle 3.1.2.2-1, A, B). Der JAK2-
Inhibitor AG490 war in den L540-Zellen sowohl nach 24 Stunden, als auch nach
72 Stunden am effektivsten (Tabelle 3.1.2.2-1, C). Eine deutlich erhöhte Anzahl
toter Zellen nach AG490-Behandlung (nach 24 und 72 Stunden) ist ebenfalls in
den HDLM2-Zellen zu beobachten (Tabelle 3.1.2.2-1, D). In den L428- und67
L1236-Zellen war nach Inkubation mit AG490, sowohl nach 24 Stunden als
auch nach 72 Stunden, nur ein leichter Anstieg an Zellen im subG1-Bereich des
Zellzyklus zu beobachten (Tabelle 3.1.2.2-1, A, B). Allerdings ist die Anzahl an
Zellen  im  G0/G1-Bereich  der  L428-  und  L1236-Zellpopulationen  nach
Behandlung mit AG490 für 24 Stunden erhöht (Tabelle 3.1.2.2-1, A, B). Diese
Beobachtungen  deuten  darauf  hin,  dass  die  L540-Zellen  für  beide  JAK-
Inhibitoren am sensitivsten sind. Des Weiteren war ein Rückgang des ATP-
Umsatzes und damit der Proliferation, nicht in allen Zelllinien mit Induktion von
Zelltod  zu  korrelieren.  Während  Cucurbitacin  I  nach  72  Stunden  in  allen
Zelllinien die Anzahl toter Zellen erhöhte (Tabelle 3.1.2.2-1, A-D), gab es
Unterschiede bei der Behandlung mit AG490. L540- und HDLM2-Zellen waren
sensitiver für die Behandlung mit AG490 (nach 24 und 72 Stunden) und zeigten
eine deutliche Erhöhung an Zellen mit fragmentierter DNA (subG1-Phase)
(Tabelle 3.1.2.2-1, C, D). Ein Rückgang der Proliferation der L428- und L1236-
Zellen nach AG490-Behandlung (24 und 72 Stunden) korrelierte nicht mit einer
signifikant erhöhten Anzahl toter Zellen (Tabelle 3.1.2.2-1, A, B). Stattdessen
waren die Zellen nach 24 Stunden AG490-Inkubation in der G0/G1-Phase
arretiert (Tabelle 3.1.2.2-1, A, B).68
Tabelle  3.1.2.2-1  Einfluss  der  Inhibitoren  auf  den  Zellzyklus  von  HL-
Zelllinien
Zur Erstellung eines Zellzyklusprofils wurden L428- (A), L1236- (B), L540- (C) und HDLM2- (D)
Zellen mit 100 µM AG490 (AG), 10 µM Cucurbitacin I (Cu) oder als Kontrolle mit Ethanol (Etoh)
behandelt.  Die  Zellen  wurden  nach  24  Stunden  und  72  Stunden  geerntet,  fixiert  und  mit
Propidiumjodid angefärbt. Der DNA-Gehalt wurde anschließend im FACS-Gerät detektiert. Die
Tabelle zeigt eine Zusammenfassung der prozentualen Verteilung der Zellen in den einzelnen
Phasen des Zellzyklus.
3.1.3 Expression von siRNA gegen STAT3 in HL-Zelllinien
Die  Ergebnisse  mit  den  synthetischen  Inhibitoren  bestätigen,  dass  der
JAK/STAT-Signalweg  eine  wichtige  Rolle  für  die  Proliferation  und  das
Überleben von HL-Zelllinien spielt. Trotzdem lassen die Ergebnisse in dieser
Form keinen Schluss auf die Bedeutung einzelner STAT-Proteine zu, da die
Inhibitoren in allen getesteten HL-Zelllinien immer mehr als nur ein STAT-
Molekül  hemmten.  Um  die  Bedeutung  einzelner  STAT-Familienmitglieder,
insbesondere STAT3, genauer zu untersuchen wurde deshalb eine siRNA
(small  interfering  RNA)  gegen  STAT3  verwendet.  Da  eine  transiente
Transfektion  von  HL-Zelllinien  nicht  möglich  war,  wurde  ein  lentivirales
L428
24h Etoh AG Cu
GO/G1 47 59,5 46
S 27 28 28
G2/M 24 10 25,5
subG1 0,6 1,4 0,7
72h
GO/G1 70 75 20
S 16,8 10 11
G2/M 8 6,2 4,20
subG1 3,2 5,7 62
L540
24h Etoh AG Cu
GO/G1 51,7 36,5 34
S 15,4 3,9 13,3
G2/M 20 1,8 13,8
subG1 2,9 55,5 32,2
72h
GO/G1 55 15,4 18,4
S 15 9,0 15,1
G2/M 17 0,9 5,5
subG1 3 73,0 54,1
L1236
24h Etoh AG Cu
GO/G1 56 62,6 55
S 21 17 20
G2/M 15,7 15 14
subG1 3 4 5,6
72h
GO/G1 72 63,2 33
S 14 17,5 10
G2/M 9,2 9,7 8
subG1 3,7 9,7 45
HDLM2
24h Etoh AG Cu
GO/G1 50,3 53 44
S 14,1 12,6 11,1
G2/M 17,6 12,4 12,1
subG1 5,3 12,8 25,2
72h
GO/G1 51,4 38,8 24,5
S 12,52 18,3 9
G2/M 17,3 18,7 8,0
subG1 3,67 13,5 47,6
A C
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Expressionssystem benutzt. Der lentivirale Vektor enthält zusätzlich zur siRNA-
Expressionskassette einen GFP (green fluorescent protein)-Marker unter der
Kontrolle  eines  SFFV  (spleen  focus  forming  virus)-Promotors,  der  den
Nachweis der Transduktionseffizienz im FACS-Gerät erlaubt. Als Kontrolle für
die siRNA wurde entweder der leere Vektor (pVIG) oder eine nicht spezifische
siRNA-Sequenz  (scramble)  verwendet.  Zur  Expression  der  STAT3-siRNA
wurden die L428-, L1236- und L540-Zellen verwendet. Die HDLM2-Zellen
ließen sich unter Standardbedingungen nicht ausreichend transduzieren. Die
HL-Zelllinien wurden mit einer MOI (multiplicity of infection) von 20 (L428,
L1236)  oder  30  (L540)  transduziert.  Die  Transduktionseffizienz  wurde
basierend  auf  der  Ko-Expression  von  GFP  mit  Hilfe  des  FACS-Gerätes
detektiert. Abbildung 3.1.3-8 zeigt exemplarisch die Transduktionseffizienz in
den drei verschiedenen HL-Zelllinien.
Abbildung  3.1.3-8  Transduktionseffizienzen  der  STAT3-siRNA  in  HL-
Zelllinien
L428- und L1236-Zellen wurden mit einer MOI von 20, die L540-Zellen mit einer MOI von 30
transduziert. Die Transduktionseffizienz wurde mit Hilfe des FACS-Gerätes, anhand der Ko-
Expression von GFP bestimmt. Die Abbildung zeigt für jede HL-Zelllinie jeweilsein Beispiel einer
solchen Transduktion. Für alle weiteren Experimente wurden nur Zellpopulationen verwendet,
die mehr als 75% transduziert waren. Das violette Histogramm repräsentiert die GFP-negativen
Kontrollzellen (M1). Das rote Histogramm kennzeichnet die GFP-positive Zellpopulation (M2).
Die Anzahl der GFP-positiven Zellen in Prozent ergibt aus der Anzahl der Zellen im M2-Profil.
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Die Effizienz der STAT3-siRNA in verschiedenen Zelllinien (L428, L1236, L540)
wurde im Western Blot mit einem STAT3-spezifischen Antikörper getestet.
Abbildung 3.1.3-9, A zeigt, dass die STAT3-siRNA die Expression von STAT3α
und β in den L1236-Zellen sehr effizient hemmte. Die Expression der anderen
STAT- Familienmitglieder blieb dabei unbeeinflusst. Im Gegensatz dazu zeigte
sich, dass die STAT3-siRNA die Gesamtmenge an STAT3 in den L428- und
L540-Zellen  nicht  veränderte  (Abbildung  3.1.3-9,  B).  Obwohl  diese  Zellen
ausreichend transduziert werden konnten, war die siRNA nicht effizient genug
um die Expression von STAT3 zu hemmen. Dies ist möglicherweise auf die
große Menge an aktiviertem STAT3 in beiden Zelllinien zurückzuführen.
Abbildung 3.1.3-9 Effekt der STAT3-siRNA auf die STAT3-Expression in
HL-Zelllinien
HL-Zelllinien  wurden  entweder  mit  der  STAT3-siRNA  (siSTAT3)  oder  dem  Kontrollvirus
(Leervektor) transduziert. Die Transduktion wurde auf der Basis der Ko-Expression von GFP im
FACS-Gerät überprüft. 72 Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen für einen RIPA-
Extrakt  geerntet.  30  µg  dieses  Extraktes  wurden  elektrophoretisch  aufgetrennt.  Die
Immunfärbungen für die L1236-Zellen ist in (A), die Immunfärbungen für die L428- und L540-
Zellen sind in (B) dargestellt. Als Ladekontrolle diente β-Aktin.
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3.1.3.1 Effekt der STAT3-siRNA auf die Proliferation von L1236-Zellen
Um die Bedeutung von STAT3 für das Wachstum und das Überleben von
L1236-Zellen zu testen, wurde die Proliferation der STAT3-siRNA- (siSTAT3)
transduzierten  bzw.  Kontrollvirus  (Leervektor)-transduzierten  L1236-Zellen
bestimmt. Die Proliferation, basierend auf metabolischer Aktivität dieser Zellen,
wurde 72 Stunden nach der Transduktion für einen Zeitraum von fünf Tagen
gemessen (Abbildung 3.1.3.1-10, A).
A
B
Abbildung 3.1.3.1-10 Effekt der STAT3-siRNA auf die Proliferation von
L1236-Zellen
L1236-Zellen  wurden  mit  STAT3-siRNA  (siSTAT3)  oder  dem  Leervektor  transduziert.  Die
Transduktionseffizienz beider Vektoren wurden anhand der Ko-Expression von GFP im FACS-
untransduziert Leervektor siSTAT3
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Gerät bestimmt. (A) 72 Stunden nach der Transduktion wurden 1000 Zellen pro Vertiefung in
einer  96-Lochplatte  ausgesät.  Die  Proliferation  der  transduzierten  Zellen,  angezeigt  als
metabolische Aktivität (Cell Titer Glo), wurde über einen Zeitraum von 5 Tagen gemessen. Die
Standardabweichung der Messpunkte ergab sich aus drei Einzelwerten. (B) 72 Stunden nach
der  Transduktion  wurden  untransduzierte,  Leervektor-transduzierte  und  STAT3-siRNA-
(siSTAT3) transduzierte L1236-Zellen mit dem DNA-Farbstoff BrdU (5-Bromo-2´-Desoxyuridin)
gefärbt. Nur replizierende Zellen bauen diesen Marker in ihre DNA ein und sind unter dem
Fluoreszenzmikroskop zu erkennen.
Der Verlauf der Wachstumskurve zeigt deutlich, dass die Proliferation der
STAT3-siRNA-(siSTAT3) exprimierenden L1236-Zellen im Gegensatz zu den
Kontrollzellen gleich bleibt. Um dieses Ergebnis zu bestätigen wurde zusätzlich
eine  BrdU  (5-Bromo-2´Desoxyuridin)-Färbung  der  transduzierten  Zellen
durchgeführt. Diese Methodik basiert auf dem Einbau von BrdU-Reagenz in die
DNA  von  replizierenden  Zellen.  Nach  Anregung  unter  dem
Fluoreszenzmikroskop erscheinen replizierende/proliferierende Zellen grün.
Nicht-proliferierende  oder  tote  Zellen  sind  nur  im  Durchlicht  detektierbar
(Abbildung 3.1.3.1-10, B). Die BrdU-Färbung bestätigte die Ergebnisse des
Lumineszenz-basierten  Proliferationstests.  Untransduzierte-  oder
Kontrollvektor-transduzierte L1236-Zellen bauen den Farbstoff in ihre DNA ein
und sind im Fluoreszenzmikroskop sichtbar. In Abbildung 3.1.3.1-10, B ist ein
repräsentativer  Ausschnitt  einer  solchen  Färbung  dargestellt.
Zusammengefasst  zeigen  diese  Ergebnisse  eindeutig  dass  STAT3  eine
essentielle Rolle für die Vitalität von L1236-Zellen spielt. Die BrdU-Färbung
bestätigte außerdem, dass STAT3 wichtig für die Proliferation der L1236-Zellen
ist. Beide Tests geben jedoch noch keinen eindeutigen Beweis, ob STAT3 auch
für das Überleben dieser Zellen essentiell ist.
3.1.3.2 Einfluss der STAT3-siRNA auf den Zellzyklus von L1236-Zellen
Um festzustellen ob STAT3 ein Überlebensfaktor für die L1236-Zellen darstellt,
wurde ein Zellzyklusprofil von transduzierten Zellen erstellt (Abbildung 3.1.3.2-
11). 48 Stunden nach der Transduktion wurden STAT3-siRNA- (siSTAT3) und
Kontrollvektor-transduzierte L1236-Zellen fixiert und mit Propidiumjodid gefärbt.73
Abbildung 3.1.3.2-11 Einfluss der STAT3-siRNA auf den Zellzyklus von
L1236-Zellen
48  Stunden  nach  der  Transduktion  wurden  Leervektor-  und  STAT3-siRNA-  (siSTAT3)
transduzierte L1236-Zellen fixiert und für eine Zellzyklusanalyse mit Propidiumjodid gefärbt.
Diese Färbung ermöglicht die Detektion toter Zellen, dargestellt als subG1-Population, im
FACS-Gerät. 72 Stunden nach der Transduktion wurden DMSO- und Z-VAD-FMK- behandelte
L1236-Zellen  für  eine  Zellzyklusanalyse  mit  Propidiumjodid  gefärbt.  Die  Tabelle  zeigt  die
prozentuale Verteilung der Zellen in den einzelnen Phasen des Zellzyklus.
48h nach Transduktion 72h nach Transduktion
Leervektor
siSTAT3
siSTAT3,
DMSO
siSTAT3,
Z-VAD-FMK
L1236 Leervektor L1236 DMSO
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 3% subG1 21%
G0/G1 57% G0/G1 44%
S 24% S 12%
G2/M 14% G2/M 16%
L1236 siSTAT3 L1236 Z-VAD-FMK
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 12% subG1 5%
G0/G1 45% G0/G1 43%
S 25% S 12%
G2/M 14% G2/M 12%74
Der Anteil toter Zellen, gekennzeichnet durch fragmentierte DNA, ist in der
subG1-Phase dargestellt. Im Vergleich zu den Kontrollzellen ist die Anzahl toter
Zellen in der STAT3-siRNA-exprimierenden Zellpopulation erhöht. Um zwischen
Nekrose  und  Apoptose  unterscheiden  zu  können,  wurden  STAT3-siRNA-
transduzierte Zellen zusätzlich mit dem pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK
inkubiert. 72 Stunden nach der Transduktion zeigte das Zellzyklusprofil deutlich,
dass der pan-Caspase-Inhibitor die Anzahl toter Zellen reduzierte (Abbildung
3.1.3.2-11, rechte Seite). Somit ließ sich schlussfolgern, dass es sich bei den
Zellen im subG1-Bereich des Profils um apoptotische Zellen handelt. STAT3
scheint in den L1236-Zellen sowohl die Proliferation der Zellen zu beeinflussen,
als auch das Überleben der Zellen zu regulieren.
3.1.4 Expression einer STAT6-siRNA in HL-Zelllinien
Mehrere  Publikationen  beschreiben  eine  konstitutive  STAT6-Aktivität  in
verschiedenen HL-Zelllinien (Kapp et al., 1999; Skinnider et al., 2002a). Diese
Ergebnisse wurden in dieser Arbeit bestätigt (siehe Abbildung 3.1.1-3). Des
Weiteren  wurden  in  ca.  78%  aller  HL-Biopsien  (Skinnider et al.,  2002b)
konstitutiv aktives STAT6 nachgewiesen. Diese Daten deuten darauf hin, dass
STAT6 eine wichtige Rolle bei der Transformation des klassischen Hodgkin-
Lymphoms  spielen  könnte.  Dennoch  ist  nicht  bekannt,  ob  STAT6  das
Wachstum oder sogar das Überleben von HL-Zelllinien beeinflusst. Um dies zu
untersuchen  wurde  eine  STAT6-siRNA  abgeleitet  und  über  die  gleiche
Klonierungsstrategie  in  den  bereits  zur  Expression  der  STAT3-siRNA
verwendeten Vektor pVIG kloniert (siehe Kapitel 2.1.11). Als Kontrolle wurde
eine nicht-spezifische Sequenz (scramble) verwendet. Die STAT6-siRNA wurde
in den L428-, L1236- und L540-Zellen exprimiert. In Abbildung 3.1.4-12 ist
exemplarisch  für  weitere  STAT6-siRNA-Experimente,  die  Transduktions-
effizienz der verschiedenen HL-Zelllinien dargestellt.75
Abbildung  3.1.4-12  Transduktionseffizienz  der  STAT6-siRNA  in  HL-
Zelllinien
L428- und L1236-Zellen wurden mit einer MOI von 20, L540-Zellen mit einer MOI von 30
transduziert. Die Transduktionseffizienz wurde mit Hilfe des FACS-Gerätes auf der Basis von
GFP-Ko-Expression bestimmt. Die Abbildung zeigt exemplarische Transduktionseffizienzen für
die verwendeten Zelllinien. Für weitere Experimente wurden nur Zellpopulationen verwendet,
die mehr als 75% transduziert waren. Das violette Histogramm repräsentiert die GFP-negativen
Kontrollzellen (M1). Das rote Histogramm kennzeichnet die GFP-positive Zellpopulation (M2).
Die Anzahl der GFP-positiven Zellen in Prozent ergibt aus der Anzahl der Zellen im M2-Profil.
Zur Kontrolle der STAT6-siRNA-Effizienz wurde eine SDS-Gelelektrophorese
mit anschließender Immunfärbung mit einem STAT6-spezifischen Antikörper
durchgeführt. In Abbildung 3.1.4-13 ist deutlich zu erkennen, dass die STAT6-
siRNA die Expression von STAT6 in den L428- und L1236-Zellen nahezu
vollständig unterdrückte. Die STAT6-Gesamtmenge in den L540-Zellen wurde
nur leicht reduziert.
L428 L1236 L540
scramble
siSTAT6
85%
84%
83%
84%
79%
79%76
Abbildung 3.1.4-13 Effekt der STAT6-siRNA auf die STAT6-Expression in
HL-Zelllinien
L428-, L1236- und L540-Zellen wurden mit STAT6-siRNA-kodierenden Viren (siSTAT6) oder
Kontrollviren (scramble) transduziert. Die Transduktionseffizienz wurde mittels Ko-Expression
von GFP im FACS-Gerät überprüft. 72 Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen für
einen RIPA-Extrakt geerntet. 30 µg des Extraktes wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Die
STAT6-Expression  wurde  mit  einem  STAT6-spezifischen  Antikörper  nachgewiesen.  Als
Ladekontrolle wurde β-Aktin verwendet.
3.1.4.1 Einfluss von STAT6-siRNA auf die Proliferation von HL-Zelllinien
Um festzustellen, ob STAT6 wichtig für die Proliferation von HL-Zelllinien ist,
wurden Lumineszenz-basierte Proliferationstests (Cell Titer Glo, Promega) mit
STAT6-siRNA-exprimierenden  (siSTAT6)  und  Kontrollvirus-  (scramble)
exprimierenden L428-, L1236-, sowie L540-Zellen durchgeführt. Anhand der
Wachstumskurven der transduzierten L428- (A), L1236- (B) und L540-Zellen
(C) (Abbildung 3.1.4.1-14) erkennt man, dass die Hemmung von STAT6 nur in
den L1236-Zellen (B) die Proliferation beeinflusste. Das Wachstum der STAT6-
siRNA-exprimierenden L428- (A), sowie der L540-Zellen (C) blieb unverändert.
Somit lässt sich an dieser Stelle schlussfolgern, dass STAT6 ein wichtiger
Wachstumsfaktor für die L1236-Zellen ist, aber für das Wachstum der L428-
Zellen keine Rolle spielt. Die Proliferationskurve der L540-Zellen blieb ebenfalls
unbeeinflusst. Allerdings reduzierte die STAT6-siRNA die Gesamtmenge an
STAT6 in diesen Zellen nicht so effizient, wie in den L428- und L1236-Zellen.
Daher lässt sich nicht schlussfolgern, ob STAT6 für das Wachstum dieser
Zellen wichtig ist.
L428 L1236
β-Aktin
L540
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STAT6
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Abbildung 3.1.4.1-14 Einfluss der STAT6-siRNA auf die Proliferation von
HL-Zelllinien
L428-,  L1236-  und  L540-Zellen  wurden  mit  STAT6-siRNA  (siSTAT6)  oder  mit  einem
Kontrollvektor  (scramble)  transduziert.  Die  Transduktionseffizienz  beider  Vektoren  wurde
anhand der Ko-Expression von GFP im FACS überprüft. 72 Stunden nach der Transduktion
wurden  1000  Zellen  pro  Vertiefung  in  einer  96-Lochplatte  ausgesät.  Die  Proliferation  der
transduzierten Zellen, gemessen als metabolische Aktivität (Cell Titer Glo) wurde über einen
Zeitraum von fünf Tagen untersucht. Die Standardabweichung der einzelnen Messpunkte ergab
sich aus drei Einzelwerten. Die Abbildung zeigt die Proliferationskurven für L428- (A), L1236-
(B) und L540-Zellen (C).
3.1.4.2 Einfluss der STAT6-siRNA auf den Zellzyklus von HL-Zelllinien
Anhand der Proliferationsdaten der L1236-Zellen ist nicht zu erkennen, ob die
Zellen aufgrund eines Zellzyklusarrestes in ihrem Wachstum beeinflusst sind
oder ob die Zellen sterben. Um dies zu untersuchen wurden STAT6-siRNA-
(siSTAT6)  und  Kontrollvirus-  (scramble)  exprimierende  L1236-Zellen  96
Stunden  nach  der  Transduktion  fixiert  und  mit  dem  DNA-Farbstoff
Propidiumjodid angefärbt. Zusätzlich zu den L1236-Zellen wurde, als Beispiel
für  Zellen  die  nicht  von  STAT6  abhängig  sind,  ein  Zellzyklusprofil  von
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transduzierten L428- und L540-Zellen aufgenommen. Die dabei entstandenen
Profile  zeigen  eindeutig  einen  erhöhten  Anteil  an  L1236-  Zellen  mit
fragmentierter DNA, dargestellt als subG1-Population (Abbildung 3.4.2.-15). Der
Anteil toter Zellen bei den Kontrollvirus- (scramble) transduzierten L1236-
Zellen blieb unverändert. Des Weiteren waren kaum Veränderungen in den
Zellzyklusprofilen von STAT6-siRNA-transduzierten L428-Zellen oder L540-
Zellen zu erkennen (Abbildung 3.4.2-15).
Abbildung 3.1.4.2-15 Einfluss der STAT6-siRNA auf das Zellzyklusprofil
von HL-Zelllinien
96  Stunden  nach  der  Transduktion  wurden  STAT6-siRNA-  (siSTAT6)  und  Kontrollvektor-
(scramble) transduzierte L428-, L1236- und L540-Zellen fixiert und mit Propidiumjodid
angefärbt. Ein entsprechendes Zellzyklusprofil wurde durch Messung im FL2-Kanal im FACS-
Gerät aufgezeichnet. Eine prozentuale Verteilung der Zellen in den einzelnen Phasen des
Zellzyklus ist in der Tabelle dargestellt.
L428 scramble L428 siSTAT6
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 4% subG1 6%
G0/G1 37% G0/G1 43%
S 18% S 14%
G2/M 16% G2/M 15%
L1236 scramble L1236 siSTAT6
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 5% subG1 27%
G0/G1 42% G0/G1 27%
S 23% S 10%
G2/M 16% G2/M 16%
L540 scramble L540 siSTAT6
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 5% subG1 9%
G0/G1 56% G0/G1 55%
S 10% S 10%
G2/M 17% G2/M 14%
scramble
siSTAT6
L428 L1236 L54079
3.1.4.3 Die STAT6-siRNA induziert Apoptose in den L1236-Zellen
Durch die Zellzyklusanalyse konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
STAT6 eine essentielle Rolle für das Überleben von L1236-Zellen spielt. Um
dies zu bestätigen und zur genaueren Untersuchung des Mechanismus der
STAT6-siRNA- vermittelten Induktion der Apoptose wurden Immunfärbungen
von verschiedenen Apoptose-relevanten Proteinen durchgeführt. 60 µg RIPA-
Extrakt  von  STAT6-siRNA-  und  Kontrollvirus-transduzierten  L1236-Zellen
wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran übertragen und mit
verschiedenen Antikörpern inkubiert. Abbildung 3.1.4.3-16 zeigt zunächst, dass
die  STAT6-siRNA  die  Expression  von  STAT6  in  L1236-Zellen  nahezu
vollständig unterdrückte. Ein molekularer Marker für die Induktion von Apoptose
ist  die  Aktivierung  von  Effektor-Caspasen,  sowie  die  Prozessierung  von
Caspase-Zielproteinen. Ein solches Zielprotein stellt beispielweise PARP (poly-
ADP-ribosyl  polymerase)  (Patel et al.,  1996;  Reed,  2000)  dar.  In  der
Immunfärbung  ist  zu  erkennen,  dass  die  STAT6-siRNA  die  proteolytische
Spaltung  der  Effektor-Caspasen  3,  8  und  9,  sowie  die  Spaltung  der
nachgeschalteten PARP induziert (Abbildung 3.1.4.3-16). Apoptoseinduktion
kann  zusätzlich  durch  die  reduzierte  Expression  der  Gene  von  anti-
apoptotischen Proteinen vermittelt sein. Dazu gehören z.B. c-Flip oder Bcl-2. In
diesem Fall war allerdings keine Reduktion der c-Flip- oder Bcl-2-Expression zu
beobachten (Abbildung 3.1.4.3-16).Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die  Apoptose  in  den  STAT6-siRNA-exprimierenden  L1236-Zellen  durch
Caspasen vermittelt wurde.80
Abbildung 3.1.4.3-16 Einfluss der STAT6-siRNA auf Apoptose-relevante
Proteine in L1236-Zellen
96  Stunden  nach  der  Transduktion  wurden  STAT6-siRNA-  (siSTAT6)  und  Kontrollvirus-
(scramble) transduzierte L1236-Zellen für einen RIPA-Extrakt geerntet. 60 µg Extrakt wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran übertragen. In der Abbildung sind die
Immunfärbungen mit spezifischen Antikörpern für Apoptose-relevante Proteine dargestellt. Als
Ladekontrolle wurde β-Aktin nachgewiesen.
3.1.4.4 Microarray-Analyse mit STAT6-siRNA-exprimierenden L1236-Zellen
Die Experimente mit der STAT6-siRNA in den L1236-Zellen deuten darauf hin,
dass STAT6 möglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese
des klassischen Hodgkin-Lymphoms spielt. Zum ersten Mal konnte gezeigt
werden, dass eine Hemmung von STAT6 Apoptose in HL-Zellen auslöst. Der
genaue Mechanismus der Regulation ist allerdings noch unklar. Des Weiteren
ist nicht bekannt wie die Expression und Aktivierung von STAT6 Apoptose in
HL-Zellen verhindert. Um die Rolle von STAT6 bei der Inhibition der Apoptose
in L1236-Zellen genauer zu untersuchen und STAT6-Zielgene zu identifizieren,
die anti-apoptotisch wirken, wurde eine Microarray-Analyse durchgeführt. Dazu
wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hansmann (Pathologie,
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Universitätklinikum Frankfurt/Main) der „Human Genome Survey Microarray
V2.0“ der Firma Applied Biosystems verwendet. Auf diesem Chip der zweiten
Generation sind 32.878 Proben gespottet, die 29.098 Gene repräsentieren. Um
die größtmögliche Zuverlässigkeit der Daten zu gewährleisten, wurden je zwei
biologische  Duplikate  von  Kontrollvirus  (scramble)  sowie  STAT6-siRNA-
(siSTAT6) transduzierten L1236-Zellen auf je zwei Arrays hybridisiert. Bei den
biologischen Duplikaten handelt es sich um unabhängige Transduktionen mit
verschiedenen Viruspräparationen und damit auch um unabhängige RNA-
Präparationen.  Um  eine  hohe  Reproduzierbarkeit  der  Einzeldaten  zu
gewährleisten wurden die einzelnen Schritte der Experimente an verschiedenen
Stellen  überprüft.  Zuerst  wurde  die  Transduktionseffizienz  für  beide
Einzelexperimente im FACS-Gerät mittels Ko-Expression von GFP überprüft.
Nach erfolgreicher Transduktion wurde die Effizienz der STAT6-siRNA, die
STAT6-Expression zu hemmen, für beide Transduktionsansätze im Western
Blot  untersucht.  Zum  gleichen  Zeitpunkt  zu  dem  die  Zellen  für  die
Immunfärbung geerntet wurden, wurde eine Zellzyklusanalyse durchgeführt um
die Menge an Zellen mit fragmentierter DNA (subG1-Phase) zu bestimmen. Der
Anteil apoptotischer Zellen lag zwischen 20-24%. Zum gleichen Zeitpunkt zu
dem  die  Zellen  für  die  Immunfärbung  geerntet  wurden  und  für  die
Zellzyklusanalyse fixiert wurde, wurde auch die RNA für die Microarray-Analyse
präpariert. Der Zeitpunkt wurde so gewählt damit Gene die eine Hemmung der
Apoptose  vermitteln,  besser  identifiziert  werden  können.  Diese  Apoptose-
Regulatoren sollten zu diesem Zeitpunkt effizient herunterreguliert sein. Für die
Microarray-Analyse  wurden  5  µg  Gesamt-RNA  entsprechend  den
Herstellerangaben (Applied Biosystems) aufgearbeitet und markiert (siehe
Kapitel 2.2.3.21). Anschließend wurden die Proben auf die entsprechenden
Chips hybridisiert und prozessiert. Diese Arbeiten wurden in der Arbeitsgruppe
von  Prof.  Hansmann,  Universitätsklinikum  Frankfurt,  ausgeführt.  Für  die
Auswertung  wurden  die  Genexpressionsmuster  der  beiden  biologischen
Duplikate (scramble und scramble, sowie STAT6-siRNA und STAT6-siRNA)
miteinander verglichen.82
In die folgende Tabelle (Tabelle 3.1.4.4-2) gingen nur solche Gene ein, die
jeweils in beiden Duplikaten einen „Fold change“ von mehr als 2 aufwiesen.
Gen Fold Change Bedeutung
Apoptose
Bal (PARP) -4 Caspase-Zielgen
Tec -2,7 Tyrosinkinase
Caspase7 -2,6 Proteolyse
Flip (CFLAR) -2 Proteolyse
TNFSF10 (TRAIL) -8 NFkappaB-Signalweg
HSXIAPAF1 (XAF1) -2,1 XIAP-assoziert
ENDOG 2,3 Endonuklease
Chemotaxis
CCL7 -7,7 Chemokin Ligand
IFN-Induziert
Gpr15 -10 G-Protein gekoppelt
G1p2 -6,2 Proteolyse
Gbp1 -17 Guanylat-Bindeprotein
Gbp4 -6,8 Guanylat-Bindeprotein
Trim22 (Staf50) -17 Proteolyse
Trim5 -3,9 Tripartit-Motif-enthaltendes Protein 
Trim34 -8,1 Tripartit-Motif-enthaltendes Protein 
IFI16 -7 IFN-induzierbares Protein 16
IFIT4 -8,1 IFN-Immunität
IFNB1 -12 IFN-Immunität
STAT1 -8,4 Transkriptionsfaktor
MX1 -6,9 IFN-Immunität
OAS -14 IFN-Immunität
AIM2 -8,6 Tumorsuppressor
STAT6+Zielgene
STAT6 3,2 Transkriptionsfaktor
IL13RA1 2,7 IL-13 Rezeptoruntereinheit
Alox15 2,8 Arachidonsäurelipoxygenase
Zellzyklus
CDKN1A (p21) -2,8 CDK-Inhibitor, Zellzyklusregulator
Spec -2,3 Proteineffektor von Cdc42
Cdc14 -3,1 Phosphatase
Cdk6 3,4 Cyclin abhängige Kinase
Cdkn2C 2,6 Tumorsuppressor
Angiogenese
Pla2g4c -4,8 Phospholipase
Ager -3,4 Acetyltransferase
Lpxn -5,2 Leupaxin, VEGF-Signalweg
Ephb1 3 Ephrin-Rezeptor
Cdh1 (e-cadherin) -3,8 Zellkontakt83
Tabelle 3.1.4.4-2 Microarray-Analyse
Die Tabelle gibt einen Überblick über unterschiedlich regulierte Gene in STAT6-siRNA- und
Kontrollvektor- (scramble) transduzierten L1236- Zellen. In die Liste gingen nur solche Gene
ein, die bei beiden Duplikaten einen „Fold-Change“ von mehr als zwei aufwiesen. Die Gene
wurden mit Hilfe einer Klassifizierungssoftware von Applied Biosystems (Panther) einer
biologischen Funktion zugeordnet. Gene, die hochreguliert waren, sind als negative „Fold-
Changes“ dargestellt. Gene, die herrunterreguliert waren, sind als positive „Fold-Changes“
dargestellt.
Insgesamt waren 653 Gene differentiell reguliert. Tabelle 3.1.4.4-2 zeigt einen
Ausschnitt  dieser  unterschiedlich  regulierten  Gene.  Die  Gene  ließen  sich
aufgrund ihrer biologischen Funktion verschiedenen Prozessen zuordnen. Wie
anhand  der  bisherigen  Daten  erwartet,  sind  Gene  vertreten,  die  in  die
Regulation der Apoptose und des Zellzyklus eingreifen, aber auch solche, die
mit Chemotaxis und Angiogenese assoziiert werden. Am stärksten induziert
waren  Gene,  die  eine  Interferon-induzierte  Immunantwort  (OAS1,  Trim22,
STAT1) vermitteln (Gongora et al., 2000; Brand et al., 2005; Bromberg et al.,
1996).  Dies  deutet  zunächst  auf  eine  Aktivierung  klassischer  antiviraler
Signalmoleküle aufgrund der Transduktion selbst hin. Diese Gene wurden aber
durch die Kontrollviren (scramble) nicht aktiviert. Zudem ist aus der Literatur
bekannt,  dass  Trim22  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Proliferation  und
Differenzierung  von  Leukämien  spielt  (Obad et al.,  2004).  Des  Weiteren
Methyltransferasen
Hrmt126 (PRMT16) 2,1 Arginin-Methyltransferase
Tyms 2,2 Methyltransferase
Dnmt3A -2,9 CpG-Methylierung
andere Transkriptionsfaktoren
Myb 2,1 Onkogen
Myc 2,4 Onkogen
Mmp15 2,2 Proteolyse
Adamts16 -2,8 Proteolyse
Adamtsl1 -2,7 Proteolyse
Rrp22 2,1 Ras-ähnlich
Rab9a -2,3 Ras-ähnlich
MLLT1 -2 Onkogen
MLLT3 -2,5 Onkogen
MLL4 -2 Onkogen
Ptprc -3,4 Tyrosin-Phosphatase
SOCS5 -2,8 JAK/STAT-Kaskade
FAT -3,7 Proliferation
Usp6 3,4 Proteolyse
Usp25 -2,5 Proteolyse
LAK -4 Lymphozyten-Kinase
Siglec9 -2          Bindeprotein
Smurf2 -2,4 E3-Ligase
Ipo4 2,1 Importin 4
Tiam2 -3,7 NFkappaB-Signalweg84
bestätigte der Microarray eine Hemmung von STAT6 auf RNA-Ebene, sowie
eine Hemmung von Genen, die über STAT6 reguliert werden (ALOX15, IL-
13RAalpha) (Conrad et al., 2000; Shankaranarayanan et al., 2001; Yasunaga et
al., 2003). Darüber hinaus zeigte sich, dass die STAT6-siRNA zwei klassische
Onkogene (c-Myb, c-Myc) (Greco et al., 2001; Gewirtz, 1996; Zhu et al., 2005;
Refaeli et al., 2005) herrunterregulierte. Vertreter der Matrixmetalloproteasen
(Adamts16,  Adamtsl1),  die  an  Proteolysevorgängen  beteiligt  sind,  wurden
induziert (Tang, 2001; White, 2003).
3.1.4.5 Validierung von potentiellen STAT6-Zielgenen in L1236-Zellen
Zur Bestätigung der Microarray-Daten wurde der Einfluss von STAT6 auf die
beiden  Onkogene  c-Myc  und  c-Myb,  sowie  auf  Trim22  mit  Hilfe  der
quantitativen RT-PCR (iCycler) untersucht. Zu diesem Zweck wurde RNA aus
STAT6-siRNA- (siSTAT6) und Kontrollvirus- (scramble) transduzierten L1236-
Zellen präpariert. Alle Werte wurden gegen 18S-RNA normalisiert und aus drei
Einzelwerten gemittelt. Eine effiziente Hemmung der STAT6-Expression wurde
zuvor im Western Blot getestet. Eine Hemmung der beiden Onkogene c-Myc
und c-Myb auf RNA-Ebene konnte bestätigt werden (Abbildung 3.1.4.5-17, A
und B). Im Vergleich zu den Kontrollvirus- (scramble) transduzierten L1236-
Zellen,  hemmte  die  STAT6-siRNA  die  Expression  von  c-Myc  und  c-Myb
vergleichbar. Der relative RNA-Gehalt von c-Myc wurde durch die STAT6-
siRNA von 3,5 auf 1,5 reduziert (Abbildung 3.1.4.5-17, A). Der relative RNA-
Gehalt von c-Myb wurde durch die STAT6-siRNA von 3,3 auf 2,1 verringert
(Abbildung 3.1.4.5-17, B). Des Weiteren bestätigte die quantitative RT-PCR
eine signifikante Induktion von Trim22 (Abbildung 3.1.4.5-17, C). Der relative
RNA-Gehalt von Trim22 wurde durch die STAT6-siRNA von 7 auf 32 erhöht
(Abbildung 3.1.4.5-17, C). Inwieweit die einzelnen Gene direkt oder indirekt
durch STAT6 reguliert werden, bedarf genauerer Untersuchungen. Ebenso
inwieweit c-Myc, c-Myb und Trim22 an der Regulation der Proliferation und
Induktion von Apoptose von L1236-Zellen beteiligt sind.85
Abbildung 3.1.4.5-17 Validierung von potentiellen STAT6-Zielgenen
Mit Hilfe der RT-PCR wurde der relative RNA-Gehalt von c-Myc (A), c-Myb (B) und Trim22 (C)
in den L1236-Zellen bestimmt. Alle Werte wurden gegen 18S-RNA normalisiert und aus drei
Einzelwerten gemittelt. Die Darstellung ist repräsentativ für zwei unabhängige Experimente.
3.2  Die  Bedeutung  von  SOCS1  und  SOCS3  im  klassischen
Hodgkin-Lymphom
3.2.1 Die Expression von SOCS1 und SOCS3 in HL-Zelllinien
Eine andere Möglichkeit die Bedeutung des JAK/STAT-Signalweges für die
Pathogenese  des  klassischen  Hodgkin-Lymphoms  zu  untersuchen,  bieten
Negativregulatoren  dieser  Signalkaskade.  Zu  diesen  Negativregulatoren
gehören die SOCS (suppressor of cytokine signaling)-Proteine. Als direkte
Zielgene der STATs regulieren sie die Aktivität der Signaltransduktionskaskade
in einem negativen Rückkopplungsmechanismus (negative feedback) (Starr et
al., 1997; Starr et al., 1999). Die Tatsache, dass die STAT-Proteine konstitutiv
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aktiviert vorliegen deutet die Möglichkeit an, dass die Negativregulation des
Signalweges durch die SOCS-Proteine gestört ist.
Die  einzelnen  SOCS-Familienmitglieder  unterscheiden  sich  in  ihrem
Wirkungsmechanismus. Im Gegensatz zu einer siRNA, die gezielt nur ein
Transkript abbaut, greifen SOCS1 und SOCS3 auf der Ebene der STAT-
aktivierenden Kinasen in die Signalkaskade ein und können somit verschiedene
STAT-Mitglieder, aber auch noch andere Transkriptionsfaktoren beeinflussen.
Um  zu  untersuchen,  inwieweit  SOCS1  und  SOCS3  die  JAK/STAT-
Signalkaskade beeinflussen, wurde zunächst die endogene Menge an SOCS1
und SOCS3 in fünf HL-Zelllinien mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Alle
Werte wurden gegen 18S-RNA normalisiert und sind in Abbildung 3.2.1-18 als
relativer RNA-Gehalt dargestellt. Zwischen den einzelnen HL-Zelllinien sind
deutliche Unterschiede erkennbar. Die L428-Zellen exprimierten am wenigsten
SOCS1 (A), sowie SOCS3 (B) und wurden daher als Referenzwert verwendet
(1). Die größte Menge an SOCS1 und SOCS3 wurde in den L540-Zellen
detektiert. In dieser Zelllinie wurden auch die meisten aktivierten STAT-Proteine
gefunden. Die HDLM2-Zellen exprimierten mehr SOCS3 als die L1236-Zellen,
aber ungefähr gleich viel SOCS1. Allerdings wurde auch in den KMH2-Zellen
SOCS1 und SOCS3 exprimiert, obwohl diese Zellen keine aktivierten STATs
besitzen. Das heißt die SOCS-Proteine werden in dieser Zelllinie durch andere
Transkriptionsfaktoren aktiviert. Insgesamt wurde in allen Zelllinien weniger
SOCS1 als SOCS3 exprimiert. Dabei stellt sich die Frage, ob Zellen die eine
hohe STAT-Aktivität und zugleich eine hohe SOCS1- und SOCS3-Expression
aufweisen nicht mehr sensitiv für die Regulation durch die SOCS-Proteine sind
oder ob die STAT-Proteine durch Kinasen aktiviert werden, die unzugänglich
sind für eine SOCS-vermittelte Negativregulation.87
A      B
Abbildung 3.2.1-18 Endogener SOCS1- und SOCS3–RNA-Gehalt in HL-
Zelllinien
Mit Hilfe der RT-PCR wurde der relative RNA-Gehalt von SOCS1 (A) und SOCS3 (B) in den
HL-Zelllinien  bestimmt.  Alle  Werte  wurden  gegen  18S-RNA  normalisiert  und  aus  drei
Einzelwerten gemittelt. Die Darstellung ist repräsentativ für drei unabhängige Experimente.
3.2.2 Die Expression von SOCS1 und SOCS3 in HL-Biopsien
Um  die  Bedeutung  von  SOCS1  und  SOCS3  detaillierter  zu  untersuchen,
wurden  in  Parafin  eingebettete  HL-Biopsien  auf  SOCS1-  und  SOCS3-
Expression untersucht. Diese immunhistochemischen Färbungen wurden in der
Arbeitsgruppe von Prof. Hansmann, Universitätsklinikum Frankfurt durchgeführt
und von Pathologen ausgewertet. Insgesamt wurden 40 HL-Biopsien mit einem
SOCS1–Antikörper gefärbt. In keinem Fall konnte eine Expression von SOCS1
nachgewiesen werden obwohl Kontrollfärbungen possitiv waren (Abbildung
3.2.2-19). Für die SOCS3-Färbungen wurden 117 HL-Biopsien verwendet, von
denen 59 zur Unterklasse des nodulär sklerotisierenden Hodgkin-Lymphoms
zählen und 58 als gemischtzellig klassifiziert wurden. Ein Beispiel für eine
immunhistochemische Färbung mit einem SOCS3-Antikörper ist in Abbildung
3.2.2-20 dargestellt. Die SOCS3-Expression ist erkennbar an der rötlichen
Färbung  und  ist  hauptsächlich  im  Zytoplasma  von  mehrkernigen  Reed-
Sternberg-Zellen  lokalisiert.  Abbildung  3.2.2-19  zeigt  eine  prozentuale
Verteilung des immunhistochemischen Nachweises von SOCS1 und SOCS3 in
HL-Biopsien.  Bei  den  SOCS3-Färbungen  sind  deutliche  Unterschiede  zu
erkennen. In 33% der HL-Biopsien der nodulär sklerotisierenden Unterklasse
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konnte  eine  Expression  von  SOCS3  nachgewiesen  werden.  Bei  den  HL-
Biopsien, die als gemischtzellig eingestuft wurden, konnte eine Expression von
SOCS3 in 46% der Fälle nachgewiesen werden. Zusätzliche Färbungen der
gleichen HL-Biopsien mit einem Phospho-STAT3- bzw. einem Phospho-STAT6-
Antikörper zeigten, dass in einigen Biopsien konstitutiv aktiviertes STAT3 bzw.
STAT6 vorliegt (Daten nicht gezeigt). In HL-Biopsien, in denen konstitutiv aktive
STATs und SOCS3 vorliegt, scheint die Negativregulation durch die SOCS-
Proteine nicht mehr zu funktionieren oder die STATs werden durch SOCS-
insensitive Kinasen aktiviert.
Abbildung 3.2.2-19 Expression von SOCS1 und SOCS3 in HL-Biopsien
Dargestellt ist eine prozentuale Verteilung der SOCS1- und SOCS3-Expression in HL-Biopsien.
Insgesamt wurden 40 Proben mit einem SOCS1-Antikörper gefärbt. 117 Proben wurden mit
einem SOCS3-Antikörper gefärbt. Die einzelnen HL-Biopsien wurden als nodulär sklerotisierend
(59 Fälle) oder gemischtzellig (58 Fälle) klassifiziert. In (A) sind die Immunfärbungen mit dem
SOCS1-Antikörper, in (B) die Immunfärbungen mit dem SOCS3-Antikörper dargestellt. Der
Anteil an HL-Biopsien die SOCS1 oder SOCS3 nicht exprimierten, ist blau dargestellt, der Anteil
der HL-Biopsien die SOCS1 oder SOCS3 exprimierten ist orange dargestellt.
positiv
negativ
100% 100%
      nodulär 
sklerotisierend gemischtzellig
67% 33% 46% 54%
A SOCS1-Immunfärbung
B SOCS3-Immunfärbung89
Abbildung 3.2.2-20 Immunhistochemische Färbung einer HL-Biopsie mit
einem SOCS3-Antikörper
Parafin-eingebettete HL-Biopsien wurden mit einem SOCS3-Antikörper gefärbt. Die Expression
von SOCS3 im Gewebe ist durch die rötliche Färbung erkennbar und ist hauptsächlich von
mehrkernigen Reed-Sternberg-Zellen lokalisiert. Insgesamt wurden 117 HL-Biopsien mit dem
SOCS3-Antikörper  gefärbt.  Die  Abbildung  zeigt  ein  repräsentatives  Beispiel  einer  solchen
Färbung.
3.2.3 Einfluss von überexprimiertem SOCS1 und SOCS3 auf die STAT3-
Aktivierung in HL-Zelllinien
Um  die  Sensitivität  der  JAK/STAT-Signalkaskade  bezüglich  einer
Negativregulation durch SOCS1 und SOCS3 in verschiedenen HL-Zelllinien zu
testen, wurden die cDNAs von SOCS1 und SOCS3 in einen retroviralen Vektor
(pMX) kloniert (siehe Kapitel 2.1.12) und in HL-Zelllinien exprimiert. Die HL-
Zelllinien wurden mit einer MOI von 20 (L428, L1236) transduziert. Die L540-,
HDLM2-  und  KMH2-Zellen  erwiesen  sich  aufgrund  ihres  langsamen
Wachstums als ungeeignet für eine retrovirale Transduktion, da Retroviren nur
sich teilende Zellen infizieren. Die Transduktionseffizienz wurde anhand eines
LNGFR (low affinity nerve growth factor receptor)-Markers im FACS-Gerät
bestimmt.90
Als Kontrolle wurde der leere Vektor pMX-IRES-LNGFR benutzt. Abbildung
3.2.3-21 zeigt exemplarisch die retrovirale Transduktionseffizienz in den L428-
und L1236- Zellen.
Abbildung 3.2.3-21 Tranduktionseffizienz mit Retroviren, die für SOCS1
und SOCS3 kodieren in L428- und L1236-Zellen
L428- und L1236-Zellen wurden mit einer MOI von 20 transduziert. Als Kontrolle für die SOCS1-
(pMX-SOCS1)  und  SOCS3-  (pMX-SOCS3)  Konstrukte  wurde  der  Leervektor  (pMX-IRES-
LNGFR)  benutzt.  Zum  Nachweis  der  Transduktionseffizienz  wurde  der  LNGFR-Marker  im
FACS-Gerät nach Färbung mit einem spezifischen Antikörper detektiert. Die Abbildung zeigt für
jede Zelllinie ein Beispiel einer solchen Transduktion. Für alle weiteren Experimente wurden nur
solche  Zellen  verwendet,  die  mehr  als  75%  transduziert  waren.  Das  violette  Histogramm
repräsentiert die LNGFR-negativen Kontrollzellen (M1). Das rote Histogramm kennzeichnet die
LNGFR-positive Zellpopulation (M2). Die Anzahl der LNGFR-positiven Zellen in Prozent ergibt
aus der Anzahl der Zellen im M2-Profil.
Um zunächst den Effekt von SOCS1 und SOCS3 auf die Aktivierung von
STAT3  zu  untersuchen,  wurden  Gelretardierungsexperimente  mit  einem
STAT1/STAT3-spezifischen  radioaktiv-markierten  DNA-Bindungselement
(hSIE) durchgeführt. Abbildung 3.2.3-22 zeigt, dass sowohl SOCS1, als auch
SOCS3 die STAT3/DNA-Bindung in L428-Zellen sehr effizient hemmte. Die
DNA-Bindung in den L1236-Zellen wurde weder durch SOCS1, noch durch
SOCS3 beeinflusst.
pMX-IRES-LNGFR pMX-SOCS1 pMX-SOCS3
L428
L1236
97%
87% 86%
97% 96%
81%91
3.2.3-22 Einfluss von SOCS1 und SOCS3 auf die STAT1- und STAT3/DNA-
Bindung in L428- und L1236-Zellen
In  L428-  und  L1236-Zellen  wurden  über  ein  retrovirales  Expressionssystem  SOCS1  und
SOCS3  überexprimiert.  Als  Kontrolle  wurde  der  Leervektor  verwendet.  Die
Transduktionseffizienz wurde anhand der Ko-Expession von LNGFR im FACS-Gerät überprüft.
72 Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen für Gesamtzellextrakte geerntet. 8 µg
Extrakt wurden mit einem radioaktiv markierten STAT1/STAT3-DNA-Bindungselement (hSIE)
inkubiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Komplexzusammensetzung in den L428- und
L1236-Zellen ist mit Pfeilen angezeigt.
Leervektor
SOCS1
SOCS3
L428
+
+
+
- -
- -
- -
L1236
+
+
+
- -
- -
- -
STAT3/3
STAT1/3
STAT1/192
3.2.4  Einfluss  von  überexprimiertem  SOCS1  und  SOCS3  auf  die
Proliferation von HL-Zelllinien
In einem Lumineszenz-basierten Proliferationstest (Cell Titer Glo, Promega)
wurden die Effekte der SOCS1- und SOCS3-Überexpression in L428- Zellen
und L1236-Zellen untersucht. Wie in Abbildung 3.2.4-23 zu erkennen ist, sind
SOCS1-  und  SOCS3-exprimierende  L428-Zellen  (A)  in  ihrem  Wachstum
gehemmt.  Das  Wachstum  der  L1236-Zellen  (B)  wurde  durch  SOCS1  und
SOCS3 nicht beeinflusst. Ein Unterschied zwischen SOCS1 und SOCS3 war
nicht erkennbar.
Abbildung 3.2.4-23 Einfluss von SOCS1 und SOCS3 auf die Proliferation
von L428- und L1236-Zellen
L428- und L1236-Zellen wurden mit SOCS1, SOCS3 und als Kontrolle mit dem Leervektor
retroviral transduziert. Die Transduktionseffizienz wurde anhand der Ko-Expression von LNGFR
im  FACS-Gerät  überprüft.  72  Stunden  nach  der  Transduktion  wurden  1000  Zellen  pro
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Vertiefung  in  einer  96-Lochplatte  ausgesät.  Die  Proliferation  der  Zellen  wurde  in  einem
Lumineszenz-basierten System auf der Basis von ATP-Umsatz für den Zeitraum von 5 Tagen
gemessen. Alle Einzelwerte wurden als Triplikate erfasst und sind in der Standardabweichung
zusammengefasst. In (A) sind die Wachstumskurven der transduzierten L428-Zellen, in (B) die
Wachstumskurven der L1236-Zellen dargestellt.
3.2.5 Expression von SOCS3 in einem lentiviralen System
Um die Überexpression von SOCS3 auch in den L540-Zellen zu ermöglichen,
wurde die SOCS3-cDNA in den lentiviralen Vektor pVIG-IRES umkloniert.
Im Gegensatz zu dem bisher verwendeten retroviralen Vektor pMX, enthält der
pVIG-IRES-Vektor statt eines LNGFR-Markergens einen GFP-Marker. Dieser
kann ohne vorangehende Antikörperfärbungen im FACS-Gerät nachgewiesen
werden. Des Weiteren stehen Transkripte im lentiviralen Vektor pVIG-IRES
unter der Kontrolle eines SFFV-Promotors (spleen focus forming virus). Dieser
Promotor  ist  für  die  Expression  in  hämatopoetischen  Zellen,  sowie
insbesondere für B-Zellen optimiert (Werner et al., 2004). Ein weiterer Vorteil
des Vektorsystems besteht darin, dass Lentiviren nicht nur sich teilende Zellen,
wie im Falle von Retroviren, sondern auch nicht-replizierende Zellen infizieren
können. Somit können auch langsamer wachsende Zellen transduziert werden.
Exemplarische Transduktionseffizienzen sind in Abbildung 3.2.5-24 dargestellt.
Abbildung 3.2.5-24 Transduktionseffizienzen von SOCS3 in HL-Zelllinien
L428- und L1236-Zellen wurden mit einer MOI von 20, die L540-Zellen mit einer MOI von 30
transduziert. Die Transduktionseffizienz wurde mit Hilfe des FACS-Gerätes, basierend auf der
Ko-Expression von GFP bestimmt. Als Kontrolle für die SOCS3-Expression (pVIG-SOCS3)
wurde der Leervektor pVIG-IRES verwendet. Die Abbildung zeigt für jede Zelllinie ein Beispiel
einer solchen Transduktion. Für alle weiteren Experimente wurden nur solche Zellen verwendet,
L428 L1236 L540
pVIG-IRES
pVIG-SOCS3
86%
84%
79%
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84%
78%94
die mehr als 75% transduziert waren. Das violette Histogramm repräsentiert die GFP-negativen
Kontrollzellen (M1). Das rote Histogramm kennzeichnet die GFP-positive Zellpopulation (M2).
Die Anzahl der GFP-positiven Zellen in Prozent ergibt aus der Anzahl der Zellen im M2-Profil.
Als  Kontrolle  wurde  der  leere  Vektor  (pVIG-IRES)  verwendet.  Um  die
Ergebnisse von überexprimiertem SOCS3 aus den retroviralen Versuchen
zunächst  zu  bestätigen  wurden  Gelretardierungsexperimente  mit  einem
radioaktiv markierten STAT1/STAT3-DNA-Bindeelement (hSIE) durchgeführt.
Abbildung 3.2.5-25 bestätigte die Ergebnisse aus den retroviralen SOCS3-
Experimenten  für  die  L428-Zellen.  Im  Gegensatz  zu  den  retroviralen
Experimenten  mit  SOCS3  (Abbildung  3.2.3-22),  war  nach  SOCS3-
Überexpression im lentiviralen System eine deutliche Hemmung der DNA-
Bindung  von  STAT1/1-Homodimeren  in  L1236-Zellen  zu  erkennen.  Diese
abweichenden  Ergebnisse  sind  wahrscheinlich  auf  eine  unterschiedliche
Effizienz  der  beiden  Expressionssyteme  zurückzuführen.  Das  lentivirale
Expressionssystem ermöglichte nun auch die effiziente Überexpression von
SOCS3 in L540-Zellen. Diese wurden mit einer MOI von 30 transduziert.
Abbildung 3.2.5-25 zeigte jedoch, dass die Überexpression von SOCS3 keinen
Einfluss auf die STAT3/DNA-Binding in L540-Zellen hatte, sondern eher die
Bindung von STAT1 an das hSIE-Element verstärkte.
Abbildung 3.2.5-25 Einfluss von SOCS3 auf die STAT1- und STAT3/DNA-
Bindung in HL-Zelllinien
SOCS3  (pVIG-SOCS3)  wurde  in  den  L428-,  L1236-  und  L540-Zellen  über  ein  lentivirales
Expressionssystem überexprimiert. Als Kontrolle wurde der Leervektor (pVIG-IRES) verwendet.
72 Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen für Gesamtzellextrakte (WCE) geerntet. 8
µg Extrakt wurden mit einem radioaktiv markierten STAT1/STAT3-DNA-Bindeelement (hSIE)
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inkubiert  und  elektrophoretisch  aufgetrennt.  Die  Komplexzusammensetzung  wurde  durch
Zugabe spezifischer Antikörper (AB) bestimmt. Die unterschiedlichen Dimere sind durch Pfeile
gekennzeichnet.
3.2.6 Einfluss von überexprimiertem SOCS3 auf die Proliferation von HL-
Zelllinien
Der  Einfluss  von  überexprimiertem  SOCS3  auf  die  Proliferation  von  HL-
Zelllinien  wurde  getestet,  wie  in  Kapitel  3.2.4  beschrieben.  Die
Proliferationsdaten, die bereits mit dem retroviralen SOCS3-Expressionssystem
für  die  L428-  und  L1236-Zellen  gemessen  wurden  (Abbildung  3.2.4-23),
konnten  für  das  lentivirale  SOCS3-Expressionssystem  bestätigt  werden
(Abbildung 3.2.6-26, A und B).
Abbildung 3.2.6-26 Einfluss von SOCS3 (lentiviral) auf die Proliferation
von HL-Zelllinien
L428- und L1236-Zellen wurden mit einer MOI von 20, L540-Zellen mit einer MOI von 30
transduziert. Als Kontrolle wurde der Leervektor verwendet. Die Transduktionseffizienz wurde
anhand  der  Ko-Expression  von  GFP  im  FACS-Gerät  überprüft.  72  Stunden  nach  der
Transduktion  wurden  1000  Zellen  pro  Vertiefung  in  einer  96-Lochplatte  ausgesät.  Die
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Proliferation der Zellen wurde mit   einem Lumineszenz-basierten System auf der Basis von
ATP-Umsatz für den Zeitraum von 5 Tagen gemessen. Alle Einzelwerte wurden als Triplikate
erfasst und sind in der Standardabweichung zusammengefasst.
Da SOCS3 in den L1236-Zellen die Aktivierung von STAT1 hemmte, deutet
diese Beobachtung darauf hin, dass STAT1 in den L1236-Zellen keine Rolle bei
der Regulation der Wachstums und des Überlebens spielt. Zusätzlich wurde
das Wachstum von SOCS3-transduzierten L540-Zellen bestimmt. Allerdings
war in diesem Fall kein Effekt von SOCS3 auf die Proliferation von L540-Zellen
zu beobachten (Abbildung 3.2.6-26, C).
3.2.7 Einfluss von SOCS3 auf den Zellzyklus von HL-Zelllinien
Da die Daten des Lumineszenz-basierten Vitalitätstests keinen Aufschluss
geben, ob die L428-Zellen nach SOCS3-Überexpression in ihrem Wachstum
aufgrund eines Zellzyklusarrestes arretiert sind oder in Apoptose gehen, wurde
ein Zellzyklusprofil aufgenommen. Zu diesem Zweck wurden Leervektor- (pVIG-
IRES) und SOCS3-transduzierte Zellen 96 Stunden nach der Transduktion
fixiert und mit Propidiumjodid angefärbt. Abbildung 3.2.7-27 zeigt einen deutlich
erhöhten Anteil von L428-Zellen mit fragmentierter DNA (subG1-Phase) nach
Expression von SOCS3. Somit führt eine Überexpression von SOCS3 nur in
den  L428-Zellen  zur  Induktion  von  Zelltod.  Die  Zellzyklusprofile  der
transduzierten L1236- und L540-Zellen blieben nahezu unverändert (Abbildung
3.2.7-27).97
Abbildung 3.2.7-27 Einfluss von SOCS3 auf das Zellzyklusprofil von HL-
Zelllinien
96  Stunden  nach  der  Transduktion  wurden  SOCS3-  und  Kontrollvektor-  (pVIG-IRES)
transduzierte L428-, L1236- und L540-Zellen fixiert und mit dem DNA-Farbstoff Propidiumjodid
gefärbt.  Ein  entsprechendes  Zellzyklusprofil  wurde  im  FACS-Gerät  aufgezeichnet.  Eine
prozentuale Verteilung der Zellen in den einzelnen Phasen des Zellzyklus ist in der Tabelle
dargestellt.
3.2.8 Einfluss von SOCS3 auf die STAT6-Aktivierung in HL-Zelllinien
Aus der Literatur ist bekannt, dass überexprimiertes SOCS1 nicht nur STAT3,
sondern  in  einigen  Zellmodellen  (Fibroblasten  aus  Mäusembryonen)  auch
STAT6 hemmen kann (Sato et al., 2004). Des Weiteren wurde gezeigt, dass
sowohl  SOCS1  als  auch  SOCS3  die  IL-4-  und  IL-13-vermittelte
Phosphorylierung von STAT6 in HEK293-Zellen reduzierte (Hebenstreit et al.,
L428 pVIG-IRES L428 SOCS3
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 3% subG1 50%
G0/G1 43% G0/G1 20%
S 20% S 15%
G2/M 22% G2/M 9%
L1236 pVIG-IRES L1236 SOCS3
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 5% subG1 6%
G0/G1 43% G0/G1 42%
S 21% S 24%
G2/M 19% G2/M 16%
L540 pVIG-IRES L540 SOCS3
Zellzyklusphasen Zellzyklusphasen
subG1 6% subG1 5%
G0/G1 49% G0/G1 37%
S 24% S 20%
G2/M 12% G2/M 15%
L428 L1236 L540
pVIG-IRES
SOCS398
2005). Um festzustellen ob die Induktion von Apoptose in den L428-Zellen nach
SOCS3-Überexpression  ausschließlich  auf  die  Hemmung  von  STAT3
zurückzuführen ist, wurde der Einfluss von SOCS3 auf die STAT6-Aktivität
untersucht. Dazu wurden Gelretardierungsexperimente mit einem radioaktiv
markierten  STAT6/DNA-Bindeelement  aus  dem  Cε-Keimbahn-Promotor
durchgeführt. Wie in Abbildung 3.2.8-28 deutlich zu sehen ist, hemmte  die
Überexpresssion von SOCS3 die STAT6/DNA-Bindung in L428-Zellen nahezu
vollständig. In den L1236- und L540-Zellen blieb die STAT6-Aktivität nahezu
unbeeinflusst. Aufgrund dieser Erkenntnisse lässt sich schlussfolgern, dass die
Induktion von Apoptose in den L428-Zellen nicht lediglich auf eine Hemmung
von STAT3 zurückgehen muss. Es könnte sich vielmehr um die Kombination
aus STAT3- und STAT6-Hemmung handeln. Andererseits scheinen STAT3 und
STAT6 in den L1236- und L540-Zellen durch Kinasen aktiviert zu sein, die nicht
sensitiv für eine Hemmung durch die SOCS-Proteine sind.
3.2.8-28 Einfluss von SOCS3 auf die STAT6/DNA-Bindung in HL-Zelllinien
SOCS3 wurde in L428-, L1236- und L540-Zellen mit Hilfe von Lentiviren überexprimiert. Die
Transduktionseffizienz wurde im FACS-Gerät getestet. Als Kontrolle wurde der Leervektor
(pVIG-IRES) verwendet. 72 Stunden nach der Transduktion wurden Gesamtzellextrakte (WCE)
präpariert.  8  µg  WCE-Extract  wurden  mit  einem  radioaktiv  markierten  STAT6/DNA-
Bindeelement  (Cε-Keimbahn)  inkubiert  und  elektrophoretisch  aufgetrennt.  Die
Komplexzusammensetzung wurde durch Zugabe eines STAT6-spezifischen Antikörpers (AB)
bestimmt (s.shift). Der STAT6/DNA-Komplex ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
+
+ -
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3.2.9 Einfluss von SOCS3 auf die Aktivität von NFκB
HL-Zelllinien,  sowie  Primärzellen  und  HL-Biopsien  sind  durch  konstitutive
Aktivität des Transkriptionsfaktors NFκB gekennzeichnet (Bargou et al., 1997).
Mehrere Publikationen konnten bereits zeigen, dass NFκB eine maßgebliche
Rolle für die Proliferation und das Überleben von HL-Zellen spielt (Hinz et al.,
2002).  Des  Weiteren  ist  in  der  Literatur  beschrieben,  dass  SOCS1  den
proteasomalen Abbau von p65, einer Untereinheit von NFκB, reguliert (Ryo et
al., 2003). Um zu überprüfen, ob SOCS3 in HL-Zelllinien einen Einfluss auf
NFκB  hat,  wurden  Gelretardierungsexperimente  mit  einem  NFκB/DNA-
Bindungselement  durchgeführt.  Abbildung  3.2.9-29  gibt  zunächst  einen
Überblick über die NFκB-Aktivität in den L428-, L1236- und L540-Zellen. Um
die  Zusammensetzung  des  NFκB-Komplexes  zu  bestimmen,  wurden  die
Gesamtzellextrakte  mit  p65-  und  p50-Antikörpern  inkubiert.  p65  und  p50
gehören zu den Hauptuntereinheiten von NFκB. Sie können sowohl Homo-, als
auch Heterodimere bilden. In Abbildung 3.2.9-29 ist zu erkennen, dass der
NFκB-Komplex in allen drei Zelllinien hauptsächlich p65 enthält.
Abbildung 3.2.9-29 NFκB/DNA-Bindung in HL-Zelllinien
Gesamtzellextrakte (8 µg WCE) der verschiedenen HL-Zelllinien wurde mit einem radioaktiv
markierten  NFκB/DNA-Bindungselement  inkubiert  und  anschließend  elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Zusammensetzung der Komplexe wurde durch Inkubation mit Antikörpern, die
spezifische NFκB-Untereinheiten (p50, p65) erkennen, bestimmt. Zugabe eines spezifischen
Antikörpers  (AB)  resultiert  in  einem  Komplex  mit  geringerer  Mobilität  (s.shift).  Der  untere
Komplex blieb auch nach Antikörperzugabe unverändert und wurde daher als unspezifisch
deklariert.
- - - - + + - + - p65 AB
p50 AB - - + - - + - - +
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Die  NFκB-Aktivierung in den L1236- und L540-Zellen ist vergleichbar und
wesentlich stärker als in den L428-Zellen. In allen Zelllinien war zusätzlich zu
dem  NFκB-Komplex  noch  ein  weiterer  Komplex  mit  größerer  Mobilität
detektierbar. Dieser Komplex konnte allerdings nicht durch Zugabe eines p65-
oder p50-Antikörpers zurückgehalten werden. Das schließt jedoch nicht aus,
dass  dieser  Komplex  aus  anderen  NFκB-Untereinheiten  (z.B.  p52/RelB)
besteht.  Zur  Untersuchung  des  Einflusses  von  SOCS3  auf  NFκB  wurden
Gesamtzellextrakte (WCE) von SOCS3- und Leervektor-transduzierten L428-,
L1236-  und  L540-Zellen  präpariert  und  mit  einem  radioaktiv  markierten
NFκB/DNA-Bindungselement  inkubiert.  Das  Ergebnis  eines  solchen
Gelretardierungsexperimentes ist in Abbildung 3.2.9-30 dargestellt.
3.2.9-30 Einfluss  von  SOCS3  auf  die  DNA-Bindung  von  NFκB in HL-
Zelllinien
SOCS3 wurde in den L428-, L1236- und L540-Zellen über ein lentivirales Expressionssytem
überexprimiert.  Als  Kontrolle  wurde  der  Leervektor  (pVIG-IRES)  verwendet.  Die
Transduktionseffizienzen wurden mittels Ko-Expression von GFP im FACS-Gerät überprüft. 72
Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen für Gesamtzellextrakte (WCE) geerntet. 8 µg
Extrakt  wurden  mit  einem  radioaktiv  markierten  NFκB-Bindungselement  inkubiert  und
elektrophoretisch aufgetrennt. Der NFκB/DNA-Komplex ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
In den L428-Zellen wurde die NFκB/DNA-Bindung durch die Überexpression
von SOCS3 gehemmt, während in den L1236-Zellen, sowie den L540-Zellen
keine Hemmung von NFκB durch SOCS3 detektiert werden konnte. Aus diesen
Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass die Induktion von Apoptose in den
L428-Zellen möglicherweise auf die kombinierte Hemmung von STAT3, STAT6
und NFκB zurückzuführen ist.
+ - + - + - + - - - + +
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4 Diskussion
4.1 Die Bedeutung der STAT-Proteine im klassischen Hodgkin-
Lymphom
Das klassische Hodgkin-Lymphom (HL) ist charakterisiert durch einkernige
Hodgkin-  und  mehrkernige  Reed-Sternberg-Zellen  (HRS-Zellen).  Dabei
repräsentieren  die  malignen  Zellen  nur  ca.  1%  der  Zellen  des  Tumors.
Umgeben sind die HRS-Zellen von einem Infiltrat aus T-Zellen, eosinophilen
Zellen und Plasmazellen. Ein wichtiges Kennzeichen dieses Lymphoms ist die
autokrine bzw. parakrine Sekretion verschiedener Zytokine (z.B. IL-6, IL-13)
(Skinnider et al., 2001b; Kube et al., 2001). Diese deregulierte Sekretion von
Botenstoffen trägt wahrscheinlich zur konstitutiven Aktivierung verschiedener
Signalwege bei. Dazu gehören z.B. c-JUN und JUNB (Mathas et al., 2002),
AKT (Morrison et al., 2004), MEK/ERK (Zheng et al., 2003), NOTCH1 (Jundt et
al., 2002) oder der JAK/STAT-Signalweg (Kube et al., 2001) (Skinnider et al.,
2002a). Solche konstitutiv aktivierten Signalkaskaden können als Anhaltspunkte
für die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien dienen.
Obgleich  bei  der  Behandlung  des  klassischen  Hodgkin-Lymphoms  mit
konventioneller  Chemo-  oder  Strahlentherapie  immer  weitere  Fortschritte
gemacht werden, sind häufig schwere Nebenerkrankungen die Folge. Aus
diesem Grund besteht vor allem für die Behandlung des Hodgkin-Lymphoms
die Notwendigkeit alternativer Strategien, welche die molekularen Ursachen der
Erkrankung berücksichtigen. In diesem Zusammenhang sind bereits einige
Gene bekannt, die mit dem malignen Phänotyp der Erkrankung assoziiert sind
und  Grundlage  für  therapeutische  Ansätze  darstellen.  Dazu  gehören
neutralisierende  Antikörper,  die  gezielt  gegen  Proteine  oder  Rezeptoren
gerichtet  sind,  die  anti-apoptotische  und  proliferations-fördernde  Signale
vermitteln. Sie umfassen anti-TRAIL-R1-Antikörper, anti-CD20- (Rituximab),
anti-CD30-Antikörper (SGN-30, MDX-60) aber auch anti-IL-13-Antikörper (CAT-
354).  Auch  Substanzen,  welche  die  NFκB-Signalkaskade  inhibieren
(Arsentrioxid, As2O3) erweisen sich im HL-Zellmodell als vielversprechend.
Einen anderen Ansatz liefern Inhibitoren des 26S-Proteasoms über das z.B. der
NFκB-Inhibitor  IκB  abgebaut  wird  (Bortezomib,  MG132)  (Re et al., 2005).102
Inwieweit die JAK/STAT-Signalkaskade an der Pathogenese des klassischen
Hodgkin-Lymphoms  beteiligt  ist  und  sich  als  Angriffspunkt  für  zukünftige
therapeutische Ansätze eignet, ist noch unklar.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung einzelner Mitglieder der
JAK/STAT-Signalkaskade  für  die  Entstehung  des  klassischen  Hodgkin-
Lymphoms zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde zunächst die Aktivierung,
sowie die Gesamtexpression von STAT1, 3, 5 und 6 in fünf verschiedenen
Zelllinien  des  klassischen  Hodgkin-Lymphoms  mit  Hilfe  von
Gelretardierungsexperimenten (EMSA) und Western Blot Analysen getestet.
Diese Untersuchungen zeigten vergleichbare Mengen an STAT5A, STAT5B
und STAT6 in allen getesteten Zelllinien (Abbildung 3.1.1-4). Unterschiede
wurden  bei  der  Aktivierung  von  STAT1,  3,  5  und  6  im  EMSA  gefunden
(Abbildung 3.1.1-1-3). Aktiviertes STAT1, 3, 5, 6 wurde auch schon in HL-
Biopsien detektiert (Garcia et al., 2003). Unsere Ergebnisse bestätigen diese
Beobachtungen. Die Funktion von STAT3 bei der Regulation der Proliferation
ist in einigen Tumorzelllinien bereits diskutiert worden (Catlett-Falcone et al.,
1999; Kube et al., 2001; Burke et al., 2001; Alas et al., 2003; Amin et al., 2004).
Große Mengen an aktiviertem STAT3 wurden auch in   HL-Zelllinien (L428,
L540, HDLM2) gefunden (Abbildung 3.2.1-1). Andere Gruppen bestätigten
diese Beobachtungen (Kube et al., 2001; Holtick et al., 2005). Dies deutet
darauf  hin,  dass  STAT3  im  klassischen  Hodgkin-Lymphom  ein  wichtiger
Regulator der Proliferation sein könnte. STAT3 wird unter anderem durch IL-6
aktiviert. Obwohl einige HL-Zelllinien durch autokrine bzw. parakrine Sekretion
von IL-6 gekennzeichnet sind, hatte ein neutralisierender Antikörper gegen IL-6
keinen Einfluss auf die Aktivierung von STAT3 (Kube et al., 2001). Das heißt in
diesen Zellen scheint STAT3 IL-6-unabhängig aktiviert zu werden.
STAT1 und STAT3 werden häufig durch die gleichen Zytokine aktiviert, haben
aber eher gegensätzliche Funktionen (Bromberg et al., 1999; Bromberg, 2002).
Welche  Bedeutung  dabei  das  Verhältnis  von  STAT1  und  STAT3  bei  der
Regulation zellulärer Funktionen hat, ist noch unklar. STAT3 ist als Onkogen
beschrieben (Bromberg et al., 1999). Es fördert die Proliferation und inhibiert
Apoptose  in  Tumorzellen.  STAT1  hat  eher  die  Funktion  eines
Tumorsuppressors. Es inhibiert die Proliferation und induziert Apoptose in
einigen Tumorzellen (Bromberg et al., 1996; Stephanou et al., 2003). Dennoch103
wird die Rolle von STAT1 bei der Tumorentstehung kontrovers diskutiert. So
konnte in einigen Tumorzellen auch konstitutiv aktives STAT1 nachgewiesen
werden  (Bowman et al.,  2000;  Buettner et al.,  2002;  Yu  et  al.,  2004).
Andererseits weist der Verlust von STAT1 im Magenkrebs, in T-Zelllymphomen
und Melanomen auf eine pro-apoptotische Funktion hin (Wong et al., 1997;
Pansky et al., 2000).
In dieser Arbeit wurde konstitutiv aktives STAT1 in einer HL-Zelllinie (L1236)
detektiert (Abbildung 3.1.1-1 und 3.1.1-4). Starke DNA-Bindung von STAT5
konnte in L540- und HDLM2-Zellen im EMSA gezeigt werden (Abbildung 3.1.1-
2). Phosphoryliertes STAT5 wurde zusätzlich auch in L428-Zellen im Western
Blot nachgewiesen (Abbildung 3.1.1-4). STAT5/DNA-Bindung wurde in diesen
Zellen  nicht  detektiert.  Ein  Grund  dafür  ist,  dass  auch  STAT6  an  das
Konsensuselement aus dem verwendeten β-Kasein-Promotor bindet und damit
wahrscheinlich  die  schwächere  STAT5/DNA-Bindung  verdeckt  (Abbildung
3.1.1-2).  In  einigen  HL-Zelllinien  konnte  STAT5  als  Zielgen  von  NFκB
identifiziert werden (Hinz et al. 2002).
In Übereinstimmung mit anderen Arbeiten wurde in vier von fünf Zelllinien
aktiviertes STAT6 gefunden (Abbildung 3.1.1-3 und 3.1.1-4) (Kapp et al., 1999;
Skinnider et al., 2001a; Trieu et al., 2004). STAT6 vermittelt in der Zelle IL-4-
und IL-13-induzierte Signale. Verschiedene Gruppen konnten bereits zeigen,
dass  IL-13  in  HRS-Zellen  häufig  autokrin  oder  parakrin  sekretiert  wird
(Skinnider et al.,  2001b).  Diese  permanente  Sekretion  könnte  für  die
konstitutive Aktivierung von STAT6 in diesen Zellen verantwortlich sein. Dabei
korrelieren IL-13-Sekretion und STAT6-Aktivierung aber nicht in jedem Fall
miteinander. So wurde z.B. im Überstand der KMH2-Zellen die größte Menge
an IL-13 im ELISA gemessen, obwohl in diesen Zellen keine aktivierten STATs
gefunden wurden (Abbildung 3.1.1-1 bis Abbildung 3.1.1-4) (Skinnider et al.,
2002b). In den gleichen Zellen hatte ein neutralisierender IL-13-Antikörper
keinen Einfluss auf die Proliferation dieser Zellen. Dies deutet darauf hin, dass
deren Wachstum IL-13-unabhängig ist (Skinnider et al., 2002b).104
Zusammenfassend weisen diese Unterschiede in der STAT-Aktivierung auf
unterschiedliche Funktionen bei der Regulation zellulärer Prozesse, sowie beim
Aktivierungsmechanismus hin.
4.2  Einfluss  von  synthetischen  Inhibitoren  auf  die  JAK/STAT-
Signalkaskade
Um die Bedeutung der STAT-Proteine für zelluläre Prozesse im klassischen
Hodgkin-Lymphom  zu  untersuchen,  wurden  zwei  verschiedene  JAK-
Kinaseinhibitoren  eingesetzt.  Das  Tyrphostin  AG490  ist  bereits  sehr  gut
charakterisiert  und  wurde  schon  erfolgreich  zur  Hemmung  von  konstitutiv
aktivem STAT3 in verschiedenen Zellsystemen eingesetzt (Meydan et al., 1996;
Catlett-Falcone et al., 1999; Burke et al., 2001; Kube et al., 2001). Als zweiter
Inhibitor wurde Cucurbitacin I verwendet. Diese Substanz ist als spezifischer
Inhibitor für JAK2/STAT3-vermittelte Signale beschrieben (Blaskovich et al.,
2003).
Der Einfluss der beiden Substanzen auf die Aktivierung von STAT1, 3 und 6
wurde zunächst im Gelaretardierungsexperiment untersucht (Abbildung 3.1.2-
5). Dabei zeigte sich, dass AG490 die STAT3/DNA-Bindung in L428-, L540-
und HDLM2-Zellen hemmte, aber keinen Einfluss auf die DNA-Bindung von
STAT1  in  den  L1236-Zellen  hatte.  Zusätzlich  blockierte  AG490  die
STAT6/DNA-Bindung  in  zwei  HL-Zelllinien  vollständig  (L540,  HDLM2)
(Abbildung 3.1.2-5, B). Cucurbitacin I hemmte die STAT6/DNA-Bindung in allen
Zelllinien.  Ebenso  wurde  die  STAT1-  und  STAT3/DNA-Bindung  mit  einer
Ausnahme (L428) inhibiert (Abbildung 3.1.2-5, A). Immunfärbungen zeigten,
dass auch aktiviertes STAT5 durch beide Inhibitoren vollständig gehemmt
wurde (Abbildung 3.1.2-6 A und B). Des Weiteren zeigten die Western Blot-
Analysen aber auch Unterschiede zu den EMSA-Experimenten. In den L1236-
Zellen wurde die STAT1-Aktivierung durch AG490 und nicht durch Cucurbitacin
I gehemmt wie im EMSA. Dies könnte darauf hinweisen, dass die Tyrosin-
Phosphorylierung von STAT1 nicht zwingend notwendig ist für eine DNA-
Bindung. Hinweise darauf finden sich auch in der Literatur. So konnte gezeigt
werden, dass nicht-phosphoryliertes STAT1 in den Kern wandert und dort an105
eine Promotorsequenz des LMP2-Gens bindet (Chatterjee-Kishore et al., 2000).
Ebenso  zeigte  sich,  dass  Cucurbitacin  I  in  den  L428-Zellen  zwar  die
Phosphorylierung von STAT3 effizient hemmte, aber kaum Einfluss auf die
DNA-Bindung  hatte.  Somit  scheint  auch  für  STAT3  eine  Tyrosin-
Phosphorylierung für eine DNA-Bindung nicht zwingend notwendig zu sein.
Ähnliche Beobachtungen machten Yang et al., die zeigen konnten, dass nicht-
phosphoryliertes STAT3 die Expression bestimmter Gene regulieren kann
(Yang et al., 2005). Um Erkenntnisse über den Aktivierungsmechanismus der
STAT-Moleküle zu erlangen, wurde der Einfluss von AG490 und Cucurbitacin I
auf die JAK2-Kinase getestet. Diese Kinase ist häufig verantwortlich für die
Aktivierung der STAT-Moleküle. Die JAK2-Kinase wurde allerdings nur in zwei
HL-Zelllinien (L428, HDLM2) aktiviert vorgefunden. In diesen Zelllinien wurde
die Aktivierung von JAK2 durch beide Inhibitoren gehemmt (Abbildung 3.1.2-6).
Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die JAK2-Kinase nicht für die Aktivierung
der STATs in den verbleibenden Zelllinien (L1236, L540) verantwortlich sein
kann. Aus der Literatur ist bekannt, dass STAT-Proteine auch durch andere
Kinasen aktiviert werden können. Dazu gehören z.B. die ALK-Kinase, die
STAT3  im  anaplastischen  großzelligen  Lymphom  (anaplastic  large  cell
lymphom) aktiviert (Amin et al., 2004). Diese Kinase kommt für das klassische
Hodgkin-Lymphom wahrscheinlich nicht in Frage, da eine Expression der ALK-
Kinase in HL-Zellen bisher nicht nachgewiesen wurde (Waggott et al., 1997). In
anderen Zellsystemen ist eine konstitutive Aktivierung von STAT3 mit der SRC-
Kinase assoziiert (Garcia et al., 2001). Eine konstitutive Aktivierung von STAT5
kann, z. B. im hämatopoetischen System, durch Translokationsprodukte wie
BCR-ABL hervorgerufen werden (Sternberg et al., 2004). Für das klassische
Hodgkin-Lymphom ist die aberrante Expression von verschiedenen Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen  bekannt  (Renne et al., 2005). Möglicherweise sind einige
dieser Kinasen für die konstitutive Aktivierung der STATs verantwortlich.
Konkrete Hinweise dafür stehen noch aus. In weiteren Experimenten wurde der
Einfluss der Inhibitoren auf die Proliferation der HL-Zelllinien getestet. In allen
verwendeten  Zelllinien  wurde  das  Wachstum  der  HL-Zellen  durch  beide
Inhibitoren gehemmt. Diese Proliferationshemmung ließ jedoch zunächst keine
Rückschlüsse zu, ob die Zellen starben oder aufgrund eines Zellzyklusarrestes
in ihrer Proliferation gehemmt waren. Eine Zellzyklusanalyse zeigte, dass106
Cucurbitacin I bei einer längeren Behandlung (72h) den Anteil toter Zellen
(subG1-Phase) in allen vier HL-Zelllinien deutlich erhöhte (Tabelle 3.1.2.2-1).
AG490 war am effektivsten in den L540-Zellen und den HDLM2-Zellen. In den
L428- und L1236-Zellen erhöhte eine Behandlung (24h) mit dem Tyrphostin
AG490 die Anzahl an Zellen im G0/G1-Bereich. Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass eine Verminderung der Zellzahl nicht in allen Zelllinien auf eine
Erhöhung der Anzahl toter Zellen zurückzuführen war. Am effizientesten waren
beide Inhibitoren in den L540-Zellen. In dieser Zelllinie wurden auch die größten
Mengen an aktivierten STATs nachgewiesen. Die Untersuchungen mit den
synthetischen Inihbitoren haben gezeigt, dass der JAK/STAT-Signalweg ein
wichtiger Regulator für die Proliferation und das Überleben der HL-Zellen
darstellt. Dennoch lässt sich die Bedeutung einzelner STAT-Mitglieder nicht
erfassen, da die Kinase-Blocker in jeder HL-Zelllinie immer mehr als nur ein
STAT-Protein gehemmt haben. Um die Funktion einzelner STAT-Mitglieder
genauer zu untersuchen, wurden daher spezifische siRNAs eingesetzt, die
gezielt einzelne STAT-Proteine hemmen.
4.3 Die Bedeutung von STAT3 in HL-Zelllinien
Um die Funktion von STAT3 bei der Pathogenese des klassischen Hodgkin-
Lyphoms genauer zu untersuchen, wurde eine STAT3-spezifische siRNA (small
interfering RNA) verwendet. Mittels lentiviraler Vektoren wurde diese siRNA in
verschiedenen  HL-Zelllinien  exprimiert  (L428,  L1236,  L540).  Als  Kontrolle
diente in diesem Zusammenhang entweder der Leervektor (pVIG) oder eine
unspezifische siRNA (scramble). Obwohl alle Zelllinien ausreichend transduziert
waren (Abbildung 3.1.3-8), konnte die STAT3-Expression nur in einer Zelllinie
(L1236) effizient gehemmt werden (Abbildung 3.1.3-9). Eine Analyse der DNA-
Sequenz gegen die die siRNA gerichtet war, ergab in den L428- und L540-
Zellen keinen Hinweis auf Punktmutationen in diesem Bereich, so dass eine
verminderte  Übereinstimmung  der  Sequenz  als  Grund  für  die  mangelnde
siRNA-Effizienz auszuschließen war (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise war
die große Menge an aktiviertem STAT3 in den L428- und L540-Zellen ein
Grund für die verbleibende starke Expression von STAT3 auch nach siRNA-107
Expression. Es wäre ebenso möglich, dass unterschiedliche RNA- bzw. Protein-
Stabilitäten zu den unterschiedlichen Effizienzen beigetragen haben.
Die Hemmung von STAT3 in den L1236-Zellen reichte aus, um die Proliferation
dieser  Zelllinie  zu  hemmen  (Abbildung  3.1.3.1-10).  Eine  anschließende
Zellzyklusanalyse der STAT3-siRNA-transduzierten L1236-Zellen zeigte eine
erhöhte Anzahl an Zellen mit fragmentierter DNA (Abbildung 3.1.3.2-11). Dass
es sich dabei um apoptotische Zellen handelte, wurde mit Hilfe des pan-
Caspase-Inhibitors Z-VAD-FMK bestätigt (Abbildung 3.1.3.2-11). Somit ließ sich
feststellen,  dass  STAT3  in  den  L1236-Zellen  ein  wichtiger  Faktor  für  die
Proliferation  und  das  Überleben  der  Zellen  darstellte.  Dabei  könnte  das
Verhältnis von aktiviertem STAT1 und STAT3 in den L1236-Zellen eine wichtige
Rolle bei der Induktion von Apoptose spielen, da nur in diesen Zellen konstitutiv
aktiviertes STAT1 gefunden wurde. Die Menge an aktiviertem STAT1 könnte
eine  pro-apoptotische  Funktion  von  STAT1  im  Falle  einer  Hemmung  von
STAT3 noch verstärken. Hinweise, welche die Bedeutung von STAT3 als
Regulator von Proliferation und Überleben von HL-Zellen untermauern, finden
sich auch in der Literatur (Kube et al., 2001; Holtick et al., 2005). Holtick et al.
konnten zeigen, dass eine Hemmung von STAT3 mittels spezifischer siRNA die
Proliferation der L428-Zellen hemmte (Holtick et al., 2005). Auch für andere
Tumorzellsysteme,  wie  z.B.  Brustkrebs  und  Prostatakrebs,  aber  auch  für
multiple Myelome, konnte bereits gezeigt werden, dass STAT3 in diesen Zellen
durch Expression anti-apoptotischer Proteine (z.B. Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1, Survivin)
das Überleben sichert (Catlett-Falcone et al., 1999; Burke et al., 2001).108
4.4 Die Bedeutung von STAT6 in HL-Zelllinien
In Übereinstimmung mit verschiedenen Publikationen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass STAT6 in Zellen des klassischen Hodgkin-Lymphoms
konstitutiv aktiv vorliegt (Abbildung 3.1.1-3) (Kapp et al., 1999; Skinnider et al.,
2002b). Auch in mehr als 75% aller HL-Biopsien wurde konstitutiv aktives
STAT6 nachgewiesen (Skinnider et al., 2002b). Obgleich diese Beobachtungen
darauf hindeuten, dass STAT6 eine wichtige Funktion im klassischen Hodgkin-
Lymphom hat, ist diese bisher noch nicht bewiesen. Die Bedeutung von STAT6
in HL-Zelllinien wurde mit Hilfe einer STAT6-spezifischen siRNA untersucht.
Durch lentivirale Expression dieser siRNA konnte die STAT6-Expression in den
L428- und L1236-Zellen effizient gehemmt werden. In den L540-Zellen wurde
die Expression von STAT6 nicht vollständig inhibiert (Abbildung 3.1.4-13).
Untersuchungen der Proliferation von STAT6-siRNA-exprimierenden Zellen
zeigten deutlich eine Hemmung des Wachstums in den L1236-Zellen. Die
Proliferation von L428- und L540-Zellen blieb durch die Hemmung von STAT6
unverändert (Abbildung 3.1.4.1-14). Eine Zellzyklusanalyse zeigte zudem einen
deutlich erhöhten Anteil an STAT6-siRNA-exprimierenden L1236-Zellen mit
fragmentierter DNA (subG1-Bereich). Die Zellzyklusprofile der transduzierten
L428-  und  L540-Zellen  blieben  unverändert  (Abbildung  3.4.2.15).  STAT6
vermittelt in der Zelle IL-4- und IL-13-induzierte Signale. Es ist zwar bekannt,
dass eine Hemmung des IL-13-Rezeptors mit einem löslichen IL-13-Decoy-
Rezeptor in einigen HL-Zelllinien (L428, HDLM2) Apoptose auslöst (Trieu et al.,
2004), aber diese Daten geben keinerlei Aufschluss darüber, ob die Induktion
der Apoptose ausschließlich auf die Hemmung von STAT6 zurückgeht. Neben
STAT6 können Komponenten des IL-13-Rezeptors in B-Zellen zusätzlich auch
STAT3 und STAT5 aktivieren (Rolling et al., 1996). Aus diesem Grund lässt
sich die Induktion von Apoptose durch eine Blockade des IL-13-Rezeptors nicht
auf die alleinige Hemmung von STAT6 zurückführen, sondern könnte vielmehr
das Resultat einer kombinierten Inhibition mehrer Transkriptionsfaktoren sein.
Mit Hilfe der STAT6-spezifischen siRNA konnte zum ersten Mal gezeigt werden,
dass die alleinige Hemmung von STAT6 ausreicht, um Apoptose zu induzieren.
In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, warum eine Inhibition von
STAT6 nur in den L1236-Zellen Apoptose auslöste, nicht aber in den L428-109
Zellen, zu mal die L428-Zellen nach Behandlung mit dem löslichen IL-13-
Decoy-Rezeptor in Apoptose gehen (Trieu et al., 2004). Zum einen könnte dies
an der Menge an konstitutiv aktiviertem STAT1 liegen, das vielleicht, wie bereits
vorne  erwähnt,  seine  pro-apoptotische  Wirkung  nach  STAT6-Depletion
verstärkte. Zum anderen könnten aber auch die Zielgene, die von STAT6
reguliert werden, in beiden Zellsystemen unterschiedlich sein und damit auch
unterschiedliche zelluläre Funktionen kontrollieren. Des Weiteren werden durch
die Hemmung des IL-13-Rezeptors auch andere Signalvermittler blockiert, die
wichtig für das Überleben der Zellen sein könnten (Rolling et al., 1996).
Da die anti-apoptotische Wirkung von STAT6 in HL-Zellen bislang nicht bekannt
war, ist auch der Mechanismus der Regulation noch nicht bekannt. Um diesen
Mechanismus der STAT6-vermittelten anti-apoptotischen Wirkung genauer zu
untersuchen,  wurde  die  Expression  verschiedener  Apoptose-relevanter
Proteine im Western Blot untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Apoptose-
Induktion nach STAT6-Depletion durch Caspasen (Caspase-3, -8, -9) vermittelt
wurde (Abbildung 3.1.4.3-16). Obwohl c-Flip als anti-apoptotisch wirkendes
Protein mit dem malignen Phänotyp des klassischen Hodgkin-Lymphoms in
Verbindung gebracht wird, blieb dessen Expression unverändert (Mathas et al.,
2004).  Ebenso  unverändert  blieb  die  Expression  eines  weiteren  anti-
apoptotischen Proteins: Bcl-2. Dennoch ist weiterhin unklar, wie die Expression
und Aktivierung von STAT6 Apoptose in HL-Zelllinien verhindert. Um diesen
Mechanismus  genauer  zu  untersuchen  und  um  Zielgene  von  STAT6  zu
identifizieren,  die  anti-apoptotisch  wirken,  wurde  eine  Microarray-Analyse
durchgeführt.  In  Kooperation  mit  der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Hansmann,
Pathologie,  Universitätsklinikum  Frankfurt  am  Main,  wurde  eine
Genexpressionsanalyse  von  STAT6-siRNA-exprimierenden  L1236-Zellen
erstellt („Human Genome Survey Microarray V2.0“, Applied Biosystems). Mit
Hilfe dieses Arrays wurden insgesamt 653 Gene identifiziert, die unterschiedlich
reguliert  waren  und  einen  „Fold-Change“  von  mehr  als  zwei  aufwiesen
(Ausschnitt in Tabelle 3.1.4.4-2). Dabei wurden die meisten Gene von STAT6
reprimiert. Betrachtet man die biologischen Funktionen dieser Gene, dann sind
sowohl Gene vertreten, die in die Regulation der Apoptose (c-Flip, Trail, Xaf1)
und des Zellzyklus (p21, Cdc14, Cdk6) eingreifen, aber auch solche, die mit
Chemotaxis (Ccl7) und Angiogenese (E-Cadherin, Lpxn) assoziiert sind. Dabei110
treten zum Teil Unterschiede bei der Expression auf RNA- und Protein-Ebene
auf. So wurde z.B. die Expression von c-Flip durch die STAT6-siRNA im Array
auf RNA-Ebene induziert, während die Expression auf Protein-Ebene jedoch
unverändert blieb. Am stärksten induziert waren Gene, die eine Interferon-
induzierte Zellantwort vermitteln (OAS1, Trim22, STAT1) (Bromberg et al.,
1996; Gongora et al., 2000; Brand et al., 2005). Dies deutet zunächst auf die
Induktion einer unspezifischen Immunantwort durch die Transduktion oder die
siRNA-Expression selbst hin (McManus et al.,  2002;  Brand et al.,  2005).
Dagegen  spricht  allerdings,  dass  Interferon-vermittelnde  Gene  durch  die
Kontrollviren  (scramble)  nicht  induziert  wurden.  Kürzlich  wurde  ein
Zusammenhang zwischen Trim22 (STAF50) und p53 beschrieben, der darauf
hinweist,  dass  Trim22  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Proliferation  und
Differenzierung von Leukämiezellen spielt (Obad et al., 2004). Eine Induktion
von  Trim22  durch  STAT6-Depletion  konnte  mittels  quantitativer  RT-PCR
bestätigt werden (Abbildung 3.1.4.5-17). Interessanterweise wurde auch die
Expression  der  beiden  Onkogene  c-Myc  und  c-Myb  durch  Hemmung  von
STAT6 unterdrückt (Gewirtz, 1996; Greco et al., 2001; Refaeli et al., 2005; Zhu
et al., 2005). Eine Hemmung von c-Myc und c-Myb konnte ebenfalls mittels
quantitativer RT-PCR bestätigt werden (Abbildung 3.1.4.5-17). Microarray-
Analysen  mit  L1236-Zellen,  im  Vergleich  zu  normalen  B-Zellen  der
Keimzentren, zeigen eine aberrante Expression von l-myc in den HL-Zellen und
stützen damit eine potentielle Bedeutung der Myc-Famile für die Pathogenese
des klassischen Hodgkin-Lymphoms (Schwering et al., 2003). Darüber hinaus
wurden durch Hemmung von STAT6 Vertreter der Matrixmetalloproteasen
(Adamts16, Adamtsl1) induziert. Diese Proteine sind an Proteolyse-, sowie
Invasionsvorgängen in der Zelle beteiligt (Tang, 2001; White, 2003). Inwieweit
es sich dabei um direkte Zielgene von STAT6 handelt, bedarf einer genaueren
Analyse z.B. mittels Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP). Dennoch konnten für
einige Gene (Trim22, c-Myc, c-Myb) bereits potentielle STAT6-Bindestellen im
Promotorbereich  identifiziert  werden  (Frank  Nonnenmacher,  persönliche
Mitteilung).111
4.5  Die  Bedeutung  von  SOCS1  und  SOCS3  im  klassischen  Hodgkin-
Lymphom
Der JAK/STAT-Signalweg unterliegt normalerweise einer strikten negativen
Regulation durch unterschiedliche Proteine. Dazu zählen auch die SOCS-
Proteine (suppressor of cytokine signaling). SOCS1 und SOCS3 sind direkte
Zielgene  der  STATs  und  inhibieren  die  Signalkaskade  in  einer  negativen
Rückkopplung (Starr et al., 1997; Starr et al., 1999). Dabei greifen die SOCS in
unterschiedlichen  Wirkmechanismen  auf  der  Ebene  der  Kinasen  ein  und
können  somit  verschiedene  STATs,  sowie  andere  Transkriptionsfaktoren
beeinflussen.  Viele  Krebsarten  sind  gekennzeichnet  durch  fehlende  oder
fehlerhaft exprimierte SOCS-Proteine (Galm et al., 2003; Chen et al., 2003;
Melzner et al., 2003; Weber et al., 2005). Aus der Literatur ist bekannt, dass
eine Expression von SOCS1 durch Methylierung, z.B. in multiplen Myelomen
oder im Leberkarzinom, gestört ist (Galm et al., 2003; Yoshikawa et al., 2001).
Ermöglicht man in diesen Zellen eine SOCS1-Expression durch transiente
Transfektion, gehen diese Zellen in Apoptose (Yoshikawa et al., 2001). Des
Weiteren  wurde  die  Expression  eines  N-terminalverkürzten  SOCS3
beschrieben, dass aufgrund eines fehlenden Ubiquitinilierungssignals nicht
mehr abgebaut werden kann und damit funktionslos ist (Sasaki et al., 2003).
Die Aktivierung der SOCS-Proteine erfolgt normalerweise transient durch die
gleichen Zytokine, die auch die STATs aktivieren (Starr et al., 1999; Alexander
et al.,  2004).  Eine  autokrine/parakrine  Sekretion  von  IL-6  und  IL-13  und
infolgedessen eine konstitutive Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade ist
bereits für das klassische Hodgkin-Lymphom beschrieben (Kube et al., 2001;
Skinnider et al., 2002b). Die Auswirkungen auf die SOCS-Expression sind
jedoch unklar und wurden in dieser Arbeit erstmals untersucht. Innerhalb der
SOCS-Familie  sind  SOCS1  und  SOCS3  als  Regulatoren  von  STAT3
beschrieben. Aus der Literatur ist aber auch bekannt, dass sowohl SOCS1, als
auch SOCS3 die IL-4- und IL-13-induzierte Aktivierung von STAT6 in HEK293-
Zellen  reduzieren  (Hebenstreit et al.,  2005).  Deshalb  wurde  zunächst  die
endogene Menge von SOCS1 und SOCS3 in den verschiedenen HL-Zelllinien
mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Dabei wurden Unterschiede zwischen
den einzelnen Zelllinien detektiert. In den L428-Zellen wurde am wenigsten112
SOCS1 und SOCS3 nachgewiesen (Abbildung 3.2.1-18). In diesen Zellen
könnte  die  SOCS-Expression,  wie  auch  schon  für  multiple  Myelome
beschrieben, durch eine Methylierung unterdrückt sein (Galm et al., 2003)
(Abbildung 4.4-1). Am meisten SOCS1 und SOCS3 exprimierten die L540-
Zellen. In dieser Zelllinie waren auch die STAT-Proteine am stärksten aktiviert
(Abbildung 3.1.1-4). Dies deutet zwar darauf hin, dass die SOCS-Proteine
direkte Zielgene der STATs darstellen, aber sie können die Aktivierung der
STAT-Proteine  nicht  inhibieren.  Möglicherweise  sind  die  SOCS-Proteine
aufgrund einer Mutation nicht mehr funktionell (Melzner et al., 2005) oder die
Menge der SOCS-Proteine reicht nicht aus, um die große Menge aktivierter
STATs  zu  inhibieren  (Cho-Vega  et  al.,  2004).  In  mediastinalen  B-
Zelllymphomen wurden Mutationen in der SOCS-Box von SOCS1 gefunden, die
zu  einem  Funktionsverlust  von  SOCS1  führten  (Melzner  et al.,  2005).
Andererseits wurde in anaplastischen großzelligen Lymphomen (anaplastic
large cell lymphoma) zwar SOCS3-Expression nachgewiesen, diese reichte
jedoch nicht aus, um die konstitutive STAT-Aktivierung zu inhibieren (Cho-Vega
et al., 2004). SOCS1 und SOCS3 wurden allerdings auch in den KMH2-Zellen
detektiert, obgleich in dieser Zelllinie die STAT-Proteine nicht aktiviert waren.
Dies weist darauf hin, dass möglicherweise andere Signalwege die SOCS-
Expression regulieren. In diesem Zusammenhang ist eine EGF-abhängige
Aktivierung von SOCS5 beschrieben worden (Kario et al., 2005).
Insgesamt waren die Expressionslevel von SOCS1 deutlich niedriger als die
Expressionslevel von SOCS3 (Abbildung 3.2.1-18). In Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Hansmann, Pathologie Universtätsklinikum Frankfurt
am  Main,  wurde  die  SOCS1-  und  SOCS3-Expression  in  HL-Biopsien
untersucht. Bei diesen immunhistochemischen Färbungen zeigte sich, dass
SOCS1  in  keiner  HL-Biopsie  nachgewiesen  werden  konnte.  Im  Falle  von
SOCS3  exprimierten  33%  der  als  nodulär  sklerotisiernd  eingestuften  HL-
Biopsien, sowie 46% der gemischtzelligen HL-Biopsien, SOCS3 (Abbildung
3.2.2.-20). Zusätzliche Färbungen mit Phospho-Antikörpern detektierten in den
gleichen HL-Biopsien auch aktiviertes STAT3 und aktiviertes STAT6 (Daten
nicht gezeigt). Dies deutet auf zwei unterschiedliche Regulationsmechanismen
hin.113
Im ersten Fall exprimieren die Zellen große Mengen an aktivierten STATs und
gleichzeitig viel SOCS1 und SOCS3. In diesem Fall können die SOCS-Proteine
die  Menge  an  aktivierten  STATs  nicht  inhibieren,  da  die  STAT-Proteine
möglicherweise durch SOCS-insensitive Kinasen aktiviert werden. Im zweiten
Fall sind die Zellen gekennzeichnet durch starke Aktivierung der STAT-Proteine
und geringe bis gar keine SOCS1- und SOCS3-Expression. In diesem Fall
könnte die SOCS-Expression z.B. durch Methylierung im Promotorbereich
gestört  sein  (Abbildung  4.4-1).  Um  diese  Beobachtungen  genauer  zu
untersuchen, wurden SOCS1 und SOCS3 in den L428-, L1236- und L540-
Zellen  überexprimiert.  Dabei  zeigte  sich,  dass  Zellen  die  weniger  SOCS
exprimierten und gleichzeitig große Mengen aktivierte STAT-Proteine besaßen
(L428), sensitiv für eine Negativregulation durch SOCS1 und SOCS3 waren. In
diesen Zellen hemmte SOCS3 nicht nur STAT3 (Abbildung 3.2.3-22, Abbildung
3.2.5-25), sondern auch STAT6 im Gelretardierungsexperiment (Abbildung
3.2.8-28). In den L428-Zellen resultierte eine Hemmung von STAT3 und STAT6
durch SOCS3 in einem Proliferationsarrest (Abbildung 3.2.6-26), sowie einer
erhöhten Anzahl an Zellen im subG1-Bereich des Zellzyklusprofils (Abbildung
3.2.7-27). Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung von STAT3 und STAT6,
sowie  das  Wachstum  der  L428-Zellen  von  einem  SOCS-regulierten
Mechanismus abhängen. In Zellen, in denen mehr endogenes SOCS1 und
SOCS3 nachweisbar war (L1236, L540), hatte eine Überexpression von SOCS
keinen Effekt auf die STAT3- und STAT6/DNA-Bindung (Abbildung 3.2.5-25
und Abbildung 3.2.8-28) und ebenso keinen Einfluss auf die Proliferation und
den  Zellzyklus  (Abbildung  3.2.6-26  und  Abbildung  3.2.7-27).  Es  traten
Unterschiede zwischen dem retro- und lentiviralen Expressionssystem in den
L1236-Zellen auf. Die retrovirale Überexpression von SOCS3 hatte keinen
Einfluss auf die STAT1/DNA-Bindung in diesen Zellen (Abbildung 3.2.3-22).
Eine lentivirale Überexpression von SOCS3 dagegen hemmte die STAT1/DNA-
Bindung in den L1236 Zellen (Abbildung 3.2.5-25). Diese unterschiedlichen
Ergebnisse sind wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Promotoren in beiden
Systemen  zurückzuführen.  Die  Hemmung  von  STAT1  hatte  aber  keinen
Einfluss auf die Proliferation und den Zellzyklus in den L1236-Zellen (Abbildung
3.2.6-26  und  Abbildung  3.2.7-27).  Zusammenfassend  stützen  diese
Beobachtungen die Hypothese, dass Zellen, die bereits viel SOCS exprimieren,114
die STAT-Proteine durch einen SOCS-insensitiven Mechanismus aktivieren
(Abbildung 4.4-1). Das heißt die Aktivierung der STATs erfolgt nicht durch die
JAK2-Kinase. Dies wurde auch schon durch die Studien mit den Inhibitoren
belegt. In diesem Zusammenhang wurde aktivierte JAK2-Kinase nur in den
L428- und HDLM2-Zellen gefunden. Somit haben die SOCS-Proteine durch
Negativregulation dieser Kinase auch Einfluss auf die STAT-Aktivierung in den
L428-Zellen. In den L1236- und L540-Zellen wurde keine aktivierte JAK2-
Kinase nachgewiesen. Wahrscheinlich erfolgt in diesen Zellen die Aktivierung
der STATs durch eine Kinase, die nicht der Negativregulation durch die SOCS-
Proteine unterliegt.
Abbildung 4.4-1 Modell einzelner JAK/STAT-Komponenten im klassischen
Hodgkin-Lymphom
Das Modell stellt Möglichkeiten dar, wie HL-Zellen einer Negativregulation durch die SOCS-
Proteine entgehen könnten.
Darüber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass die SOCS-Proteine auch
andere Transkriptionsfaktoren beeinflussen. Dazu gehört auch NFκB. Es wurde
der proteasomale Abbau von p65, einer NFκB-Untereinheit,  durch  SOCS1
beschrieben (Ryo et al., 2003). Konstitutiv aktiviertes NFκB spielt auch in Zellen115
des klassischen Hodgkin-Lymphoms eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Proliferation.  Mit  Hilfe  adenoviral-vermittelter  Expression  des  NFκB-
Superrepressors IκBΔN  konnte  gezeigt  werden,  dass  NFκB  ein  wichtiger
Überlebensfaktor in einigen HL-Zelllinien ist (L428, HDLM2) (Hinz et al., 2002).
In dieser Arbeit wurde konstitutiv aktives NFκB, in allen getesteten Zelllinien
(L428, L1236, L540) gefunden. Die Komplexe bestanden zum größten Teil aus
p65-Untereinheiten (Abbildung 3.2.9-29). Gelretardierungsexperimente haben
gezeigt, dass SOCS3 in den L428-Zellen die DNA-Bindung von NFκB inhibierte
(Abbildung 3.2.9-30). Die NFκB/DNA-Bindung in den L1236- und L540-Zellen
blieb  unbeeinflusst  (Abbildung  3.2.9-30).  Somit  könnte  die  Hemmung  der
Proliferation und das Absterben der L428-Zellen auf die kombinierte Hemmung
von STAT3, STAT6 und NFκB zurückgehen. Betrachtet man diese Faktoren
einzeln, so lässt sich schlussfolgern, dass eine Inhibition von STAT6 alleine
nicht ausreicht, um das Wachstum der L428-Zellen zu inhibieren. Dies wurde
mit Hilfe der STAT6-spezifischen siRNA gezeigt (Abbildung 3.1.4.1-14). Für
STAT3 lässt sich bisher diese Schlussfolgerung nicht ziehen, da die STAT3-
siRNA, die in dieser Arbeit verwendet wurde, die Gesamtmenge an STAT3 in
den L428-Zellen nicht ausreichend inhibierte (Abbildung 3.1.3-9). Holtick et al.
konnten jedoch zeigen, dass eine Depletion von STAT3 das Wachstum der
L428- Zellen hemmte (Holtick et al., 2005). Für NFκB konnten bereits Hinz et al.
nachweisen, dass eine Hemmung von NFκB in den L428-Zellen ausreichte, um
Apoptose zu induzieren (Hinz et al., 2002).
Ziel  dieser  Arbeit  war  es  im  Rahmen  des  JAK/STAT-Signalweges  die
Bedeutung einzelner Komponenten dieser Kaskade für die Pathogenese des
klassischen Hodgkin-Lymphoms zu untersuchen und damit neue Ziele für
therapeutische Ansätze zu definieren. In diesem Zusammenhang wurde die
Funktion von STAT3 und STAT6 als anti-apoptotische, proliferations-fördernde
Regulatoren zellulärer Prozesse identifiziert. Diese Erkenntnisse basieren auf
der gezielten sequenz-spezifischen Inhibition (siRNA) der einzelnen Proteine.
Somit  konnte  gezeigt  werden,  dass  STAT3  ähnlich  wie  in  anderen
Tumorzellsystemen ein wichtiger Regulator von Proliferation und Apoptose in
HL-Zellen ist. Darüber hinaus, konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die
alleinige  Hemmung  von  STAT6,  als  Vermittler  IL-13-induzierter  Signale
ausreicht, um in einigen HL-Zellen Apoptose auszulösen. STAT3 und STAT6116
stellen  damit  potentielle  Angriffspunkte  für  therapeutische  Ansätze  im
klassischen Hodgkin-Lymphom dar.
Neben der gezielten Blockade einzelner Proteine wurde in dieser Arbeit auch
gezeigt, dass die Negativregulatoren SOCS1 und SOCS3 eine zentrale Rolle in
der  Pathogenese  des  klassischen  Hodgkin-Lymphoms  spielen.  Durch
Expression von SOCS1 und SOCS3 in Zellen in denen wenig oder mutierte
endogene  SOCS  vorhanden  sind,  können  somit  zelluläre  Prozesse,  wie
Proliferation  und  Apoptose,  wieder  reguliert  werden.  Im  Unterschied  zur
sequenz-spezifischen Blockade einzelner STATs wirken die SOCS-Proteine auf
Ebene der Kinasen und sind damit in der Lage mehrere Transkriptionsfaktoren
gleichzeitig zu inhibieren. Eine Überexpression der SOCS in HL-Zelllinien, mit
wenig endogenen SOCS-Proteinen, inhibierte die Proliferation und erhöhte
signifikant die Anzahl toter Zellen. Darüber hinaus zeigte sich, dass die SOCS-
Proteine  signalweg-übergreifend  nicht  nur  die  JAK/STAT-Signalkaskade,
sondern auch die NFκB-Signalkaskade inhibierten. Dies deutet darauf hin, dass
die Negativregulatoren eine wichtige Rolle bei der Entstehung des malignen
Phänotyps der Erkrankung spielen und ebenfalls einen potentiellen Ansatz für
therapeutische Strategien liefern. Dabei kann es von Vorteil sein auf Ebene der
Kinasen  einzugreifen  und  mehrere  Transkriptionsfaktoren  gleichzeitig  zu
blockieren.117
5 Zusammenfassung
Hodgkin-Lymphom-Biopsien und abgeleitete Zelllinien sind charakterisiert durch
die  konstitutive  Aktivität  verschiedener  Komponenten  des  JAK/STAT-
Signalweges.  Dennoch  ist  die  Bedeutung  dieser  Signalvermittler  für  die
Pathogenese des klassischen Hodgkin-Lymphoms nicht vollständig geklärt.
Gegenstand dieser Arbeit war die Bedeutung der JAK/STAT-Signalkaskade,
sowie  insbesondere  die  zellulären  Funktionen  von  STAT3  und  STAT6  zu
untersuchen. Zu diesem Zweck kamen zwei verschiedene synthetische Kinase-
Inhibitoren (AG490, Cucurbitacin I) zum Einsatz. Beide Substanzen blockieren
die Kaskade auf Ebene der Kinasen und sind als JAK2/STAT3-spezifische
Inhibitoren beschrieben. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung  mit  beiden  Substanzen  das  Wachstum  der  malignen  Zellen
hemmte. Gelretardierungsexperimente ergaben jedoch, dass beide Inhibitoren
in allen HL-Zelllinien immer mehr als nur ein STAT-Molekül hemmten. Somit
konnte keine Aussage über die Bedeutung einzelner STATs getroffen werden.
Um die zellulären Funktionen von STAT3 und STAT6 zu untersuchen wurden
daher spezifische siRNAs mittels lentiviraler Vektoren exprimiert. Die Rolle von
STAT3  bei  der  Entstehung  verschiedenster  Krebsarten  ist  bereits  gut
charakterisiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass STAT3 auch in HL-
Zellen ein wichtiger Regulator von Proliferation und Apoptose ist. Darüber
hinaus  konnte  auch  STAT6  als  Vermittler  proliferations-fördernder,  anti-
apoptotischer Signale identifiziert werden. Es konnte zum ersten Mal gezeigt
werden, dass eine alleinige Hemmung von STAT6 ausreicht um Apoptose in
einigen HL-Zellen auszulösen. Diese Induktion von Apoptose wurde durch
Caspasen vermittelt. Um den genauen Mechanismus aufzuklären und um
STAT6-Zielgene  zu  identifizieren,  die  anti-apoptotisch  wirken,  wurde  eine
Microarray-Analyse durchgeführt.
Eine  weitere  Möglichkeit  die  Aktivierung  der  JAK/STAT-Signalkaskade  zu
beeinflussen bieten die SOCS-Proteine. Diese sind direkte Zielgene der STATs
und regulieren die Signalvermittlung in einer negativen Rückkopplung. In vielen
unterschiedlichen  Krebsarten  ist  diese  Negativregulation  ausgefallen  oder
fehlerhaft.  Das  kann  zu  einer  konstitutiven  Aktivierung  des  JAK/STAT-
Signalweges beitragen. Die Bedeutung der SOCS-Proteine im klassischen118
Hodgkin-Lymphom ist noch unbekannt und wurde in dieser Arbeit untersucht.
Es  wurden  unterschiedliche  Mengen  endogenes  SOCS1  und  SOCS3  in
verschiedenen  HL-Zelllinien  und  in  HL-Biopsien  detektiert.  In
Überexpessionsexperimenten mit SOCS1 und SOCS3 konnte gezeigt werden,
dass sowohl SOCS1, als auch SOCS3 nur in Zellen, die wenig endogene
SOCS besitzen, die Aktivität von STAT3 und STAT6 inhibieren konnten. Die
Überexpression resultierte in einem Wachstumsarrest und einem erhöhten
Anteil toter Zellen. In Zellen, die bereits viel SOCS besaßen, konnten weder
STAT3 noch STAT6 inhibiert werden. In diesem Zusammenhang wurde ein
Modell, das potentielle Möglichkeiten zum Umgehen einer Negativregulation
durch  die  SOCS-Proteine  darstellt,  diskutiert.  Darüber  hinaus  konnte  in
Gelretardierungsexperimenten gezeigt werden, dass SOCS3 zusätzlich zu
STAT3 und STAT6 in Zellen, die wenig SOCS besaßen, auch NFκB-Aktivierung
hemmte.  Da  NFκB  bereits  als  wichtiger  Überlebensfaktor  für  HL-Zellen
beschrieben wurde, trägt dessen Inhibition wahrscheinlich zu einer Hemmung
des Wachstums bei.
Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit STAT3 und STAT6 als potentielle
Ziele  für  therapeutische  Ansätze  für  das  klassische  Hodgkin-Lymphom
identifiziert werden. Einen weiteren Angriffspunkt für zukünftige Strategien
liefern die SOCS-Proteine, die eine signalweg-übergreifende Hemmung von
Transkritionsfaktoren erlauben.119
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7 Abkürzungsverzeichnis
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BSA Rinderserumalbumin
cDNA complementary DNA
DBD DNA-Bindedomäne
DEPC Diethylpyrocarbonat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DTT Dithiotreithol
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ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay
FACS Fluorescence aquired cell sorting
FDA Food and Drug Administration
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GC Germinal centre
GFP Green fluorescent protein
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HL Hodgkin-Lymphom
HRS Hodgkin/Reed-Sternberg
IFN Interferon
Ig Immunoglobulin
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IκB Inhibitor κB
IRES Internal ribosomal entry site
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kDa Kilodalton
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MLV Moloney murine leukemia virus
M Mol
MAPK Mitogen activated kinase
MOI Multiplicity of infection
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NFκB Nuclear factorκB
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SOCS Suppressor of cytokine signaling
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